Interaction entre le GM-CSF et PU.1 dans la survie des précurseurs myéloïdes by St-Denis, Marianne
‘J //‘33tt1 L
Université de Montréal
Interaction entre le GM-CSF et PU.J dans ta survie des précurseurs
myéloïdes
Par
Marianne St-Denis
Programme de Biologie Moléculaire
Faculté des Études Supérieures
Mémoire présenté à la Faculté des Études Supérieures
en vue de l’obtention du grade de Maître ès Sciences (M. Sc.)
en Biologie Moléculaire
Avril 2005
© Marianne St-Denis, 2005
o
cM
50L
U5(
3oE
v.o9
o
4
Université
de Montréal
Direction des bibliothèques
AVIS
L’auteur a autorisé l’Université de Montréal à reproduite et diffuser, en totalité
ou en partie, par quelque moyen que ce soit et sur quelque support que ce
soit, et exclusivement à des fins non lucratives d’enseignement et de
recherche, des copies de ce mémoire ou de cette thèse.
L’auteur et les coauteurs le cas échéant conservent la propriété du droit
d’auteur et des droits moraux qui protègent ce document. Ni la thèse ou le
mémoire, ni des extraits substantiels de ce document, ne doivent être
imprimés ou autrement reproduits sans l’autorisation de l’auteur.
Afin de se conformer à la Loi canadienne sur la protection des
renseignements personnels, quelques formulaires secondaires, coordonnées
ou signatures intégrées au texte ont pu être enlevés de ce document. Bien
que cela ait pu affecter la pagination, il n’y a aucun contenu manquant.
NOTICE
The author of this thesis or dissertation has granted a nonexclusive license
allowing Université de Montréal to reproduce and publish the document, in
part or in whole, and in any format, solely for noncommercial educational and
research purposes.
The author and co-authors if applicable retain copyright ownership and moral
rights in this document. Neither the whole thesis or dissertation, nor
substantial extracts from it, may be printed or otherwise reproduced without
the author’s permission.
In compliance with the Canadian Privacy Act some supporting forms, contact
information or signatures may have been removed from the document. While
this may affect the document page count, it does flot represent any loss of
content from the document.
11
Université de Montréal
Faculté des Études Supérieures
Ce mémoire intitulé:
Interaction entre le GM-CSF et PU.1 dans la survie des précurseurs
myéloïdes
Présenté par:
Marianne St-Denis
A été évalué par un jury composé des personnes suivantes:
Président rapporteur: Éric Milot
Directrice de recherche : Ttang Hoang
Membre du jury: Nathalie Labrecque
Mémoire accepté le:
111
RÉSUMÉ
Le tissu hématopoïétique est composé de plusieurs types de cellules
matures dérivées d’une seule cellule, la cellule souche
hématopoïétique. Les facteurs qui déterminent l’orientation de la cellule
immature peuvent être classés en deux grandes catégories: les
facteurs intrinsèques (facteurs de transcription) et extrinsèques
(facteurs de croissance).
Le GM-CSF, un facteur de croissance, et PU.1, un facteur de
transcription, jouent des rôles importants pour le développement de la
lignée myéloïde. Le GM-CSF permet notamment la différenciation et la
survie des cellules myéloïdes tandis que PU.1 active la transcription de
nombreux gènes myéloïdes importants pour la fonctionnalité de ces
cellules.
Ainsi, nous avons voulu savoir si PU.1 et le GM-CSF pouvaient
collaborer pour permettre le développement des cellules myéloïdes.
Nous montrons que dans des précurseurs myéloïdes purifiés, le GM
CSF fait augmenter le niveau d’expression de PU.1 ainsi que de McI-1
et de AI, deux gènes anti-apoptotiques montrés ici comme gènes-
cibles de PU.1. Nous montrons également que la diminution du niveau
d’expression de PU.1 dans des cellules de moelle osseuse primaire fait
diminuer le niveau d’expression de Al et de McI-1 et bloque l’effet anti
apoptotique du GM-CSF. Enfin, nous montrons que lorsque le niveau
d’expression de PU.l est diminué, celui des gènes érythroïdes est
augmenté, suggérant que PU.l enclenche le développement myéloïde
au détriment de la lignée érythroïde.
Tous ces résultats suggèrent que le GM-CSF pourrait consolider le
développement myéloïde via PU.l, ce qui aurait pour effet de
iv
promouvoir la survie des cellules et d’enclencher le programme de
différenciation myéloïde.
Mots clés: GM-CSF, PU.J, Mci-i, Ai, différenciation myéioïde,
apoptose, hématopoïèse.
VABSTRACT
The hematopoietïc tissue is composed of many mature celi types that
are ail derived from a single ceil, the hematopoietic stem ceil. There are
many factors determining lineage choice and they can be divided in two
categories: intrinsic factors (transcription factors) and extrinsic factors
(growth factors).
GM-CSF, a growth factor, and PU.1, a transcription factor, both play an
important rote in the deveiopment of myeloid ceils. GM-CSF activates
the differentiation and survival of myeioid ceils, whiie PU.1 activates the
expression of many myeioid genes that play rotes in myeloid celi
fu nctions.
Since GM-CSF and PU.1 are both important for myeloid ceNs, we
wanted to know whether they can coliaborate to induce the
deveiopment of these ceils. We show in this study that GM-CSF
upregulates the expression of PU.1, Mci-I and AI, the latter two being
anti-apoptotic genes, in purified granulocyte and macrophage
progenitors (GMPs). Furthermore, we provide functional evidence for a
genetic pathway invoiving GM-CSF, PU.1 and Mci-1 / Ai, shown here
to be direct PU.1 target genes. Decreasing PU.i protein ievels
specificaily disrupts Mci-i and Al mRNA levels and prevents the anti
apoptotic effect of GM-CSF. Finally, we show that ceils expressing
decreased PU.1 ieveis express increased erythroid genes, suggesting
that PU.1 couid favour the myeioid differentiation program at the
expense of the erythroid program. We therefore conciude that GM-CSF
vi
consoNdates the myeloid fate through an up-reguiation of PU.1 that
favors myeloid ceii survîvai and the myeloid differentiation program.
Key words: GM-CSF, PU.i, Mci-l, Ai, myeioid differentiation,
apoptosis, hematopoiesis.
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CHAPITRE I INTRODUCTION
21. L’HÉMATOPOïÈSE
Chaque jour, l’organisme humain produit plus de 1012 cellules
sanguines. Ces cellules servent à répondre à un besoin particulier (par
exemple, l’hypoxie) ou simplement à régénérer le tissu sanguin. Ce
processus, appelé hématopoïèse, est complexe et tous les mécanismes
qui le régulent ne sont pas encore identifiés. La présente étude portera
plus particulièrement sur le développement des cellules myéloïdes, une
branche spécifique de l’hématopoïèse, et sur les différents facteurs qui
permettent le développement des cellules myéloïdes matures. Cette
introduction présentera donc les thèmes de l’hématopoïèse, de la
myélopoïèse et de la régulation de ces processus par deux grandes
classes de facteurs, soient les facteurs de transcription et les
récepteurs à cytokine.
1.1 Hématopoïèse primitive et définitive
Les premières cellules hématopoïétiques embryonnaires sont générées
dans le sac vitellin, à partir du mésoderme. Chez la souris, ce
processus se produit relativement tôt dans le développement, soit au
jour embryonnaire 7.5 (revu dans (Cortes and Labastie, 2004)). Les
cellules produites consistent en des globules rouges primitifs nucléés.
Plus tard, vers la mi-gestation, le foie foetal devient le siège de
l’hématopoïèse définitive. Enfin, avant la naissance, la moelle osseuse
devient le site principal de l’hématopoïèse définitive, et le demeure
durant toute la vie de l’organisme. Cependant, la région AGM (aorte
gonade-mésonéphros) chez l’embryon pourrait aussi contribuer de
façon significative à l’hématopoïèse définitive. Les cellules souches
provenant de cette région migreraient et coloniseraient elles aussi le
3foie foetal pour donner naissance à des cellules hématopoïétiques plus
matures.
1.2 Cellules souches
L’hématopoïèse est le processus de formation de toutes les cellules
composant le tissu sanguin. Toutes ces cellules sont dérivées à partir
d’une seule cellule primitive, la cellule souche hématopoïétique (HSC)
(voir Figure I). La cellule souche hématopoïétique a la capacité de
s’auto-renouveler (maintien du bassin de cellules souches) et de se
différencier (formation des cellules sanguines matures). La
différenciation est progressive et les intermédiaires entre la cellule
souche et la cellule mature peuvent être isolés grâce à l’expression de
certaines protéines de surface spécifiques (Kondo et al., 1997; Akashi
et al., 2000). Plus la cellule se différencie, moins elle a le potentiel de
former plusieurs types cellulaires. Par exemple, la cellule souche
hématopoïétique peut choisir de se différencier en CMP (common
myeloid progenitor). Cette dernière a le potentiel de former des
érythrocytes, des mégacaryocytes, des granulocytes, des macrophages
et des cellules dendritiques, mais pas de lymphocytes (Akashi et al.,
2000). Si le CMP se différencie en GMP (granulocyte-macrophage
progenitor), il aura le potentiel de former des macrophages, des
granulocytes et des cellules dendritiques, mais pas d’érythrocytes ou de
mégacaryocytes, et ainsi de suite pour tous les progéniteurs. Plus une
cellule est différenciée, plus le potentiel de former toutes les cellules du
tissu hématopoïétïque est restreint.
1.3 Théories
Il existe deux théories majeures qui tentent d’expliquer comment le
destin cellulaire s’établit. La première propose un modèle stochastique
4de différenciation, selon lequel le destin d’une cellule (auto
renouvellement ou différenciation) est un processus aléatoire qui
dépend de facteurs intrinsèques à la cellule (revu dans (Hoang, 2004)).
La seconde théorie suggère un modèle inductible ou déterministe. Il
existe deux écoles de pensée pour ce modèle, soit le modèle de
potentiel prédéterminé et le modèle de contrôle extra-cellulaire de la
différenciation (revu dans (Kirkland, 2004; Hoang, 2004)). La première
école suggère que le potentiel de différenciation de la cellule souche est
préprogrammé et que les facteurs de croissance jouent un rôle
permissif seulement, comme de promouvoir la survie cellulaire ou
d’activer le transit du cycle cellulaire. La seconde école propose que le
destin cellulaire est déterminé par une combinaison de facteurs de
croissance qu’une cellule donnée rencontre. De nouvelles approches
(comme celle discutée dans le prochain point) montrent la nécessité
d’un nouveau modèle qui tient compte de toute la complexité de
l’hématopoïèse.
1.4 Le concept de niche et la division asymétrique
Comment une cellule souche décide-t-elle de se différencier ou de
s’auto-renouveler? Des études chez la drosophile ont fourni une partie
de la réponse. La génération des cellules germinales chez la drosophile
se produit dans la partie apicale des ovaires et des testicules. Cette
région fonctionne dans un micro-environnement appelé niche. Par
exemple, dans les testicules de drosophiles, environ neuf cellules
germinales entourent un petit groupe de cellules somatiques, appelé
moyeu (hub) (traduction libre). Ces cellules somatiques sécrètent des
facteurs essentiels pour l’auto-renouvellement des cellules germinales.
Les cellules situées à proximité du moyeu reçoivent de hauts niveaux
de ces signaux et donc enclenchent le processus d’auto
renouvellement. Les cellules situées plus loin reçoivent moins de signal
et se différencient alors en spermatogonies. Un groupe a montré, par
des techniques de fluorescence, que les cellules orientent toujours le
plan de leur division cellulaire de façon perpendiculaire au moyeu, c’est-
à-dire qu’une cellule reste attachée au moyeu et l’autre est repoussée
vers l’extérieur de la niche (Yamashita et al., 2003). La cellule située
près du moyeu teste donc toujours une cellule souche, alors que l’autre
entre dans un programme de différenciation pour former une cellule
mature. Toutes les divisions observées dans la niche ont été des
divisions asymétriques. Les études chez la drosophile suggèrent que le
mode d’auto-renouvellement et de différenciation des cellules souches
hématopoïétiques pourrait être semblable.
2. LES FACTEURS QUI RÉGULENT L’HÉMATOPOÏÈSE
L’hématopoïèse est un système dynamique, qui répond aux besoins de
l’organisme. Plusieurs facteurs peuvent donc moduler la formation des
cellules sanguines. Ces facteurs sont regroupés en deux catégories:
les facteurs intrinsèques (qui proviennent de l’intérieur de la cellule) et
les facteurs extrinsèques (qui proviennent de l’environnement).
2.1 Facteurs intrinsèques
Les facteurs intrinsèques sont essentiellement les protéines qui
régulent l’expression génique, soient les facteurs de transcription, li
existe de nombreux exemples de facteurs de transcription dont la
présence est cruciale pour le développement d’un tissu ou d’une lignée
cellulaire donnés et ce, autant au niveau de l’hématopoïèse que la
génération d’autres organes ou tissus.
Les facteurs de transcription jouent un rôle important autant chez les
cellules souches que chez les cellules plus matures. Il est connu que
6certains de ces facteurs démarrent et maintiennent un programme de
différenciation particulier.
Des études d’inactivation génique chez la souris ont montré que les
facteurs de transcription AML1, Bmi-1, GATA-2 et SCL (Figure II), pour
ne nommer que ceux-là, ont des rôles critiques au niveau de la
génération et de l’auto-renouvellement des cellules souches
hématopoïétiques à partir de précurseurs embryonnaires, et que
l’hématopoïèse primitive et définitive sont déficientes ou carrément
absentes (revu dans (Lessard et al., 2004)).
Les facteurs de transcription jouent aussi un rôle au niveau de la
détermination d’une lignée au sein du système hématopoïétique. Le
facteur de transcription E2A, par exemple, est important pour qu’une
cellule immature s’engage dans le programme de différenciation
lymphoïde. De plus, ce facteur détermine si la cellule poursuit sa
différenciation en lymphocyte B ou T. En effet, il est connu qu’un faible
niveau d’expression de E2A engage la cellule vers la voie T, alors
qu’une expression plus forte favorise la voie B (revu dans (Hoang,
2004)). Les facteurs de transcription SCL et GAlA-J sont nécessaires,
quant à eux, pour la formation des érythrocytes. SOL active la
transcription de plusieurs gènes érylhroïdes comme la glycophorine A
(Lahlil et al., 2004) et la protéine 4.2 (Xu et al., 2003). Les promoteurs
de ces gènes contiennent aussi des sites de liaison pour GAlA-1 et
sont plus fortement activés en présence de ce dernier. Enfin, le facteur
de transcription PU.1 est essentiel pour la formation des granulocytes,
des macrophages et des lymphocytes B. Tout comme dans le cas de
E2A, PU.1 joue un rôle différent selon son degré d’expression. Une
faible expression de PU.1 conduit à la lignée lymphoïde, alors qu’une
plus forte expression conduit à la lignée myéloïde (DeKoter and Singh,
2000). De même, au sein de la lignée myéloïde, une plus forte
expression favorise le développement de la cellule en macrophage,
alors qu’une expression plus faible mène au développement des
7granulocytes (Dahi et al., 2003). Le rôle spécifique de PU.1 lors du
développement des macrophages sera discuté plus loin.
2.2 Facteurs extrinsèques
Les facteurs extrinsèques sont les facteurs provenant de
l’environnement, comme les cytokines, les facteurs de croissance, les
hormones, les interactions cellule-cellule ou cellule-matrice; bref, tous
les signaux extracellulaires. Ce texte s’attardera plus particulièrement
sur le rôle des cytokines. Elles sont actives dans toutes les étapes du
développement hématopoïétiques, de la cellule souche à la cellule
mature (Figure III). Par contre, contrairement aux facteurs de
transcription, leur rôle est plus passif, c’est-à-dire qu’elles ne sont pas
les facteurs qui démarrent un programme de différenciation (Hoang,
2004). Leur rôle est de soutenir et de maintenir un programme de
différenciation déjà amorcé ou déterminé. Plusieurs évidences
soutiennent cette affirmation.
Par exemple, l’érythropoïétine (EPO) est une cytokine qui augmente la
production d’érythrocytes dans le foie foetal et la moelle osseuse. La
conséquence de ceci est l’augmentation directe de la quantité
d’oxygène transportée et livrée aux muscles et aux tissus. La cytokine
permet une réponse relativement rapide aux besoins de l’organisme en
cas d’hypoxie, par exemple. L’EPO est requise pour la production
d’érythrocytes mais elle n’est pas essentielle pour l’engagement vers la
lignée érythrocytaïre, puisque l’inactivation du gène de I’EPO ou de son
récepteur chez la souris permet toujours la génération de progéniteurs
engagés dans la voie de différenciation érythroïde (Wu et al., 1995). De
même, le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor),
le M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) et le G-CSF
(granulocyte colony-stimulating factor) sont requis pour la formation des
cellules myéloïdes, mais l’inactivation de ces gènes chez la souris
8montre qu’aucun n’est absolument nécessaire pour la formation des
macrophages ou des granulocytes (Cecchini et al., 1994; Seymour et
al., 1997). Le rôle du GM-CSF sera discuté plus en profondeur dans les
prochains chapitres.
2.3 Survie et différenciation
Pour survivre, une cellule hématopoïétique a constamment besoin de
signaux de l’extérieur, que ce soit à travers les interactions cellule-
cellule ou par des facteurs de croissance ou autres molécules
circulantes. Si la cellule ne reçoit pas ces signaux, elle entre en
apoptose, par défaut (Cowling and Dexter, 1994). Le rôle des cytokines
est donc double: elles doivent d’abord assurer la survie de la cellule
ciblée avant d’avoir un effet plus spécifique sur elle (différenciation ou
autre fonction cellulaire). Ceci est également en accord avec la théorie
qui veut que les cytokines aient un rôle permissif dans la différenciation,
plutôt qu’instructif. En effet, les cytokines pourraient permettre la survie
d’un précurseur donné et ainsi consolider un programme de
différenciation déjà amorcé par des facteurs intrinsèques, par exemple.
Quoiqu’il en soit, les fonctions de survie et de différenciation sont
intimement reliées: sans survie, pas de différenciation.
Le processus d’apoptose est assez bien caractérisé. Deux voies
majeures permettent d’induire la mort cellulaire programmée: la voie
intrinsèque (par la mitochondrie, les caspases et les protéines de la
famille Bct-2) et la voie extrinsèque (par les récepteurs Death). Ces
voies convergent, notamment au niveau des caspases. La voie
intrinsèque est activée, entres autres, par un support inadéquat de la
part des cytokines et sera traitée plus en profondeur pour cette raison.
92.4 La famille Bd-2 et I’apoptose
La famille Bd-2 est composée d’environ une vingtaine de membres, qui
peuvent être classés en deux catégories: les molécules anti
apoptotiques (comme Bd-2, Bcl-xL, McI-1, Ai) et les molécules pro
apoptotiques (comme Bax, Bak, Bok, Bim, Bad, Bld). Ces dernières
peuvent encore être sous-divisées, selon leur structure : les molécules
à domaine 8H3-only (Bim, Bad, Bld) et les molécules à domaine mufti-
8H (Bax, Bak, Bok) (revu dans (Adams, 2003)). Les protéines BH3-only
sont les antagonistes des molécules anti-apoptotiques, alors que les
autres jouent un rôle en aval.
Bd-2, par exemple, est retrouvé du côté cytoplasmique de la membrane
mitonchondriale externe en tout temps (Janiak et al., 1994), alors que
d’autres, comme McI-1, sont cytoplasmiques (Nijhawan et al., 2003). En
temps normal, les protéines anti-apoptotiques titrent les protéines pro
apoptotiques 8H3-only et les empêchent d’activer les protéines mufti-
8H. Lors d’un signal apoptotique, les molécules BH3-only s’associent
aux molécules anti-apoptotiques et les saturent, recrutant ainsi les
molécules multi-BH à la membrane mitochondriale (revu dans (Adams,
2003)). Ces dernières s’oligomérisent pour engendrer une
perméabilisation de la membrane et le relargage du cytochrome c dans
le cytoplasme (Antonsson et al., 2000; Saito et al., 2000). Le
cytochrome c active alors Apaf-i, une protéine d’assemblage (scaffold).
Cette dernière change de conformation, s’oligomérise en heptamère
(formant ainsi l’apoptosome) et recrute la procaspase-9 (Acehan et al.,
2002). La procaspase-9 subit un changement allostérique, ce qui
l’active (Rodriguez and Lazebnik, 1999). Elle peut alors activer les
caspases 3 et 7, ce qui initie la protéolyse et libère des DNases qui
clive la chromatine (Enari et al., 1998). La cellule est alors éliminée de
façon silencieuse. Le rôle des cytokines dans ce processus reste à être
élucidé, mais de plus en plus d’études suggèrent qu’elles permettent
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l’expression des molécules anti-apoptotiques afin d’assurer la survie
des cellules.
3. LA MYÉLOPOÏÈSE
3.1 Immunité innée versus adaptive
Les cellules qui composent le tissu hématopoïétique jouent plusieurs
rôles importants, tels que le transport d’oxygène et de dioxyde de
carbone (érythrocytes), la coagulation et l’hématostasie
(mégacaryocytes et plaquettes) et la défense contre les corps
étrangers. Il existe deux types d’immunité, qui sont complémentaires.
Le premier type d’immunité est appelé inné ou naturel, puisqu’il existe
avant que l’organisme ne soit exposé aux microbes. Les cellules
impliquées ne discriminent pas entre les différentes substances
étrangères et la réponse immunitaire n’est pas augmentée avec une
exposition subséquente d’un pathogène donné.
Le second type d’immunité est appelé acquis ou adaptatif. Ce type de
réponse immunitaire est stimulé par l’exposition à un pathogène
particulier et est spécifique à des macromolécules distinctes. À chaque
exposition, la réponse immunitaire est plus forte et plus efficace.
Les cellules qui composent chaque type d’immunité sont en relation
étroite les unes avec les autres. Chaque mécanisme agit de concert
avec l’autre. Par exemple, lors de la réaction immunitaire adaptive, les
lymphocytes T sécrètent des cytokines qui activent les macrophages,
les rendant plus efficaces à la phagocytose, donc à l’élimination d’un
pathogène donné. Inversement, les pathogènes qui sont absorbés par
phagocytose sont présentés à la surface de la cellule, rendant ainsi leur
reconnaissance par les lymphocytes T plus facile et plus efficace.
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Il existe plusieurs types de cellules qui jouent un rôle important lors de
la réponse immunitaire, notamment les lymphocytes T et B, les cellules
NK (natural killer), les cellules dendritiques, les neutrophiles et les
macrophages. Ces derniers seront examinés plus en profondeur.
3.2 Rôle et fonctions des macrophages
Les macrophages, comme mentionné ci-haut, sont des cellules
présentatrices d’antigène. Ils absorbent les pathogènes par
phagocytose, les dégradent à l’aide d’enzymes lysosomales, et ils
expriment certains peptides (antigènes) à la surface cellulaire avec des
molécules d’histocompatibilité de type li. Les antigènes sont ainsi
reconnus par les lymphocytes T et la réponse immunitaire adaptative
est facilitée. De plus, les macrophages sont des < charognards » ils
détruisent, en même temps que les pathogènes, les débris ou les
cellules du soi qui sont mortes, soit par phagocytose, soit en sécrétant
des enzymes ou des ROS (reactive oxygen species). Les macrophages
jouent donc un double rôle : ils détruisent les pathogènes (immunité
innée) et, en exprimant certains peptides à la surface cellulaire, rendent
la réponse immunitaire adaptative plus efficace.
Les macrophages sont retrouvés dans tous les tissus conjonctifs et
organes, mais sont générés dans la moelle osseuse à partir de la
cellule souche hématopoïétique (HSC). Les macrophages qui quittent la
moelle pour rejoindre la circulation périphérique sont immatures et
portent le nom de monocytes. Lorsque les monocytes s’installent dans
les tissus, ils se différencient de façon terminale et sont alors appelés
des macrophages. Une fois dans les tissus, les macrophages peuvent
être activés par plusieurs stimuli pour combattre l’infection.
II ressort de tout ce qui précède que la production de monocytes dans
la moelle osseuse dépend du facteur de transcription PU.1 et qu’elle
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peut être régulée par le GM-CSF. Ces deux facteurs sont décris avec
plus de détails dans les chapitres suivants.
4. LE FACTEUR DE TRANSCRIPTION PU.1
4.1 Découverte
Le facteur de transcription PU.1 a été cloné simultanément par deux
groupes de recherche différents, et de manière différente. Le premier
groupe étudiait l’érythroleucémie de Friend et ses causes. Cette
leucémie présente la caractéristique d’être induite par le virus SFFV
(spleen focus forming virus), qui perturbe l’expression de gènes
particuliers à la hausse. Dans 95% des tumeurs érythroïdes étudiées, le
site d’intégration de ce virus était le locus Spi-J (SFFV proviral
integration) (Moreau-Gachelin et al., 1988; Moreau-Gachelin et al.,
1989). Le second groupe, quant à lui, cherchait de nouvelles protéines
capables d’interagir avec le promoteur du gène d’histocompatibilité
majeur de classe li (CMH II). Le criblage d’une banque de cDNA a
révélé une protéine se liant sur un site riche en purines, d’où
l’appellation PU.1 (purine rich), et exprimée dans les macrophages et
les lymphocytes B (Klemsz et al., 1990). Il s’est avéré plus tard que Spi
J et PU.1 étaient identiques (Goebl, 1990).
4.2 Famille
PU.1 fait partie de la famille de facteurs de transcription ETS
(erythroblast transformation specific domain), dont le prototype est ets
1. Cette famille comporte plus de 30 membres qui sont majoritairement
impliqués dans le développement du tissu hématopoïétique. Le
domaine ETS est un domaine de liaison à l’ADN arrangé sous forme
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d’hélice-tour-hélice interagissant avec une région d’ADN de 10 paires
de bases. La séquence consensus est composée majoritairement de
purines et est typiquement 5’-GGAAJT-3’. Parmi les membres de la
famille ETS figurent ets-1 (impliqué dans le développement de la lignée
lymphocytaire B et T), ets-2 (structures extra-embryonnaires), Spi-B
(lymphocytes B), Eh-1 (mégacaryocytes et érythrocytes) et Tel
(angiogénèse du sac vitellin et hématopoïèse adulte) (revu dans (Bartel
et al., 2000)).
4.3 Structure
En plus de son domaine de liaison à l’ADN ETS, PU.1 comporte un
domaine riche en acide aminés acides et en glutamines ainsi qu’un
domaine PEST (Figure IV). Le domaine riche en acides aminés acides
et en glutamine est le domaine de transactivation de PU.1, c’est-à-dire
le domaine qui confère l’activité d’activation de la transcription. De plus,
il comporte deux sérines en position 41 et 45 qui peuvent être
phosphorylées et qui semblent nécessaires pour la prolifération
cellulaire des macrophages induite par le M-CSF (Celada et al., 1996).
Le domaine PEST, quant à lui, est un domaine fréquemment retrouvé
chez d’autres protéines. Il est composé des acides aminés suivants:
prolîne (P), acide glutamique (E), sérine (S) et thréonine (T). Ce
domaine est reconnu pour stabiliser les protéines (Rogers et al., 1986)
et peut aussi les cibler pour une dégradation par le protéasome
(Rechsteiner and Rogers, 1996). Le domaine PEST permet enfin
certaines interactions protéine-protéine. Par exemple, la sérine en
position 148 permet à Pip (PU.1 interacting partner) de s’associer à
PU.J si elle est phosphorylée. Finalement, le domaine ETS, tel que
mentionné ci-haut, est le domaine de liaison à l’ADN. Il permet à PU.1
de se lier sur sa séquence consensus sous forme de monomère.
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4.4 Fonction de transcription
À lui seul, PU.1 n’active pas la transcription de façon puissante.
L’activité basale du promoteur de ses gènes-cibles est augmentée
d’environ cinq fois seulement (Grondin et al., en préparation). Afin
d’activer la transcription de façon efficace, PU.1 s’associe à différents
partenaires selon le contexte cellulaire. Plusieurs partenaires connus de
PU.1 sont des protéines exprimées dans la lignée des lymphocytes B.
Le partenaire le plus connu de PU.1 est Pip. Ce dernier doit interagir
avec PU.1 pour être recruté au promoteur de la chaîne légère lgK
(Brass et al., 1996; Perkel and Atchison, 1998), et il le fait par
l’intermédiaire de la sérine 148 phosphorylée. Un autre partenaire
connu de PU.1 est Pub (PU.1 binding protein). Pub est exprimé dans la
plupart de organes hématopoïétiques (rate, thymus, foie), dans la lignée
des lymphocytes B et dans les macrophages de la rate. Pub diminue
l’activité transcriptionnelle de PU.1 sur le promoteur de la chaîne légère
lgiç ce qui laisse croire que Pub est un co-répresseur (Hirose et al.,
2003). Cette hypothèse reste à être démontrée. De plus, PU.1 est
capable d’interagir avec Mitf pour activer la transcription du gène
ostéoclastique TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase) dans une
lignée hétérologue (Luchin et al., 2001). Par contre, la signification
biologique de ceci est inconnue puisqu’un autre groupe a montré que
PU.1 ne se liait pas sur ce promoteur chez les ostéoclastes (Partington
et al., 2004). PU.1 peut aussi s’associer à pRB, un co-répresseur
connu, afin d’inhiber le facteur de transcription GATA-1 dans la lignée
érythrocytaire MEL, ce faisant réprimant la différenciation érythoïde
(Rekhtman et al., 2003). L’antagonisme entre PU.1 et GATA-1 est bien
connu et sera discuté plus loin. PU.1 peut également s’associer avec c
Jun et C/EBPI3, deux facteurs ubiquitaires, pour activer la transcription
du gène de l’interleukine-113 (Grondin et al., en préparation), un gène
myéloïde, et permettre la différenciation terminale des macrophages en
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macrophages activés. Enfin, il a été rapporté que PU.1 pouvait
s’associer directement avec deux facteurs de la famille des IRE
(interferon regulatory factor), Pip et ICSBP, pour former un
enhanceosome et activer le promoteur de l’lL-13 dans une lignée
hétérologue (Marecki et al., 2001). Plusieurs évidences suggèrent un
rôle important de ICSBP dans la maturation des monocytes en
macrophages, par l’activation de l’expression de nombreux gènes
fonctionnels chez les macrophages comme le lysozyme et la
cathepsine C (Tamura et al., 2000; Tamura et al., 2005). ICSBP pourrait
donc être retrouvé en tant que partenaire de PU.1 sur plusieurs gènes
lors de la maturation des monocytes (revu dans (Friedman, 2002)).
4.5 Fonction dans I’hématop6ièse
PU.1 est un facteur histospécifique, exprimé seulement au niveau du
tissu hématopoïétique. Au niveau des cellules matures, il est retrouvé
chez les monocytes / macrophages et les lymphocytes B, et au niveau
des cellules immatures, chez les CMP, les GMP et les CLP. De plus,
PU.1 est retrouvé en très faible quantité chez les cellules souches
hématopoïétiques (Akashi et al., 2000).
Parmi les gènes-cibles de PU.1, on ne retrouve que des gènes
spécifiques aux cellules myéloïdes ou aux lymphocytes B. Plusieurs
sont des récepteurs (notamment de facteurs de croissance) ou des
immunoglobulines, mais PU.1 régule aussi la transcription d’autres
gènes spécifiques dont l’activité est essentielle pour le bon
fonctionnement de la cellule myéloïde. Par exemple, PU.1 régule la
transcription d’enzymes protéolytiques impliquées dans la dégradation
des pathogènes et de cytokines inflammatoires. Une courte liste
(incomplète) est présentée au tableau I (revu dans (Lloberas et al.,
1999)). PU.1 régule donc l’expression de plusieurs gènes requis pour la
différenciation terminale des macrophages et des lymphocytes B.
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Cependant, il a été mentionné plus tôt que les fonctions de
différenciation et de survie sont intimement liées. Il est donc possible
que PU.1 puisse réguler la transcription de gènes impliqués dans la
survie des cellules, quoique cette possibilité ait été peu explorée jusqu’à
maintenant.
4.6 Antagonisme avec d’autres facteurs de transcription
En plus d’interagir avec des partenaires qui augmentent ou répriment
son activité transcriptionnelle, PU.1 peut également interagir
directement avec d’autres régulateurs-clé de l’hématopoïèse, comme
GAlA-1 et CIEBPŒ, et ainsi inhiber leurs fonctions.
GATA-1 est un facteur de transcription à doigts de zinc extrêmement
important pour la formation des érythrocytes. Il est exprimé dans les
CMP et son expression devient ensuite restreinte aux MEP. GATA-1 et
PU.1 peuvent interagir physiquement ensemble et s’inhiber
mutuellement. PU.1 empêche la liaison de GATA-1 à l’ADN (Zhang et
al., 2000), tandis que GATA-1 prévient l’association de PU.1 à un
cofacteur(Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 1999).
C/EBPa, quant à lui, est un facteur de transcription important pour la
différenciation terminale de précurseurs en granulocytes. En effet,
l’inactivation génique de CIEBPŒ chez la souris bloque le
développement des cellules de la lignée granulocytaire. C/EBPŒ peut
interagir directement avec PU.1 et inhiber la transactivation de ses
gènes-cibles. Ultimement, CIEBPa permet une diminution de
l’expression de PU.1, ce qui est un événement important dans la
différenciation en granulocyte (Reddy et al., 2002). En effet, c’est un
gradient d’expression de PU.1 qui détermine si la cellule se différencie
en macrophage (PU.1 fortement exprimé) ou en granulocyte (PU.1
faiblement exprimé) (Dahl et al., 2003).
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Comme ces gènes sont tous des régulateurs-clé de leur lignée
respective, il est possible de penser que l’abondance relative de chaque
facteur pourrait déterminer le choix d’une lignée par rapport à une autre.
Par exemple, l’expression ectopique de PU.1 dans des embryons de
Xenopus bloque l’érythropoïèse, mais la surexpression de GATA-1
dans ces mêmes embryons restaure la formation des érythrocytes
(Rekhtman et al., 1999).
4.7 Inactivation génique de PU.1
Afin d’élucider (en partie) la fonction du gène PU.1, deux groupes ont
généré des souris exprimant PU.1 de façon aberrante. Le premier
groupe a remplacé une portion de l’exon 5 du gène PU.1 (équivalant
aux acides aminés 200-272) par le gène de résistance à la néomycine
(Scott et al., 1994). Cette forme de PU.1 ne devrait plus se lier à l’ADN
puisque son domaine de liaison à l’ADN est tronqué. Cependant,
l’analyse des embryons mutants a révélé qu’aucun produit PU.1 n’est
généré: cette mutation est une perte de fonction du gène PU.1 (Scoif et
al., 1997). Les embryons homozygotes pour la construction ne
présentent pas de lymphocytes B, de monocytes ou de macrophages,
de neutrophiles et de cellules dendritiques dérivées de la lignée
myéloi’de. De plus, il semble y avoir des défauts de développement
dans la lignée des lymphocytes T (Spain et al., 1999; Fisher et al.,
1999), et certains embryons souffrent d’anémie, tard dans leur
développement. Les embryons meurent au jour embryonnaire 17.5-1 8.
Le second groupe, quant à lui, a inséré le gène de résistance à la
néomycine à l’intérieur de l’exon 5, sans effacer aucune partie du gène
que ce soit (McKercher et al., 1996). Cette forme de PU.1 ne devrait
plus se lier à l’ADN puisque son domaine de liaison à l’ADN est
complètement perturbé. Encore une fois, cette construction ne génère
aucun produit PU.1 (Iwama et al., 1998). Les embryons générés ont un
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phénotype semblable à celui des embryons produits par l’autre groupe,
avec des différences subtiles. Les embryons présentent un arrêt de la
différenciatïon des lymphocytes B ainsi que des monocytes et des
macrophages (Henkel et al., 1999), ne possèdent pas d’ostéoclastes
(Tondravi et al., 1997) ou de cellules dendritiques (Anderson et al.,
2000), ont un nombre réduit de neutrophiles et les progéniteurs
hématopoïétiques semblent avoir des défauts de homing, c’est-à-dire
de localisation aux sites d’hématopoïèse adulte (Fisher et al., 1999).
Les souris meurent environ 48 heures après la naissance; cependant,
un traitement aux antibiotiques prolonge leur survie jusqu’à 17 jours
après la naissance.
Des défauts aussi flagrants que ceux générés par l’inactivation génique
de PU.1 montrent bien l’importance de cette protéine dans le
développement des cellules myéloïdes et lymphoïdes. PU.1 est en fait
un régulateur-clé de la myélopoïèse.
5. LE GM-CSF
5.1 Découverte du GM-CSF
La découverte du GM-CSF remonte aux années 1960. Comme
plusieurs découvertes, ce fut un peu par accident. Pour la première fois,
les scientifiques étaient capables de faire croître des cellules sanguines
en culture, dans un milieu semi-solide d’agar. Cependant, les cellules
ne croissaient qu’en présence d’un certain facteur, qui fut nommé CSF
(colony stimulating factor). La purification de ce CSF fut amorcée à
partir de l’urine humaine (matériel peu coûteux et abondant). Après neuf
années de tentatives, le CSF fut finalement purifié. Cependant, en
culture, ce CSF ne donnait que de petites colonies de macrophages,
comparativement aux immenses colonies de granulocytes et de
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macrophages observées initialement. Ce CSF fut alors nommé M-CSF
(pour macrophage-colony stimulating factor). Au début des années
1970, il devint évident que des CSF purifiés à partir d’organes différents
étaient des facteurs de croissance différents. La purification d’un
second facteur fut amorcée à partir de poumons. Cette fois-ci, les
cellules stimulées par ce Iung-CSF formaient de belles colonies de
granulocytes et de macrophages. Ce facteur fut donc renommé GM
CSF, pour granulocyte macrophage-colony stimulating factor. La
purification du G-CSF suivit peu après, de manière un peu accidentelle,
car le scientifique cultivant les cellules stimulées par ce CSF les croyait
mortes! Vers le début des années 1980, il devint apparent que les CSF
non seulement étaient des facteurs qui stimulaient la division cellulaire
de cellules immatures pour former des cellules différenciées, mais aussi
des facteurs qui stimulaient ces cellules, par exemple, à tuer des
bactéries plus efficacement et rapidement. Ces CSF pouvaient donc
activer les fonctions de ces cellules. De plus, ces CSF pouvaient aussi
induire des cellules leucémiques à se différencier et à tenter d’adopter
un comportement de cellule mature. Vers le milieu des années 1980, le
GM-CSF fut cloné par le groupe de Donald Metcalf. Depuis, le GM-CSF
est utilisé dans la plupart des traitements anti-cancéreux, non pour
traiter les cellules cancéreuses, mais surtout pour aider les patients qui
ont subi une chimiothérapie à refaire leur système hématopoïétique
plus rapidement.
5.2 Fonctions biologiques du GM-CSF
Le GM-CSF fait partie de la famille des cytokines, qui comprend
d’autres CSF (G-CSF et M-CSF), les interleukines (lL-1, IL-3, IL-6, IL
11, etc.), l’érythropoïétine (EPO), le Steel Factor (SF), entres autres. Le
GM-CSF est une petite protéine d’environ 22 kDa, qui comporte quatre
hélices alpha. Sa région N-terminale est responsable de l’interaction
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avec la chaîne 13 du récepteur, alors que la portion C-terminale
s’associe de façon spécifique avec la chaîne Œ du récepteur.
Les fonctions biologiques du GM-CSF sont multiples et peuvent être
classées en quatre catégories (Figure V). Le GM-CSF stimule la
différenciation, la prolifération (Burgess and Metcalf, 1980), la survie
(Caceres-Cortes et al., 2001) et certaines fonctions des cellules
myéloïdes, telles que l’adhésion et l’activation par des pathogènes (revu
dans (Hamilton, 2002)). De plus, chez les macrophages pulmonaires, le
GM-CSF stimule la phagocytose des débris, et le fait via PU.1. En effet,
la surexpression de PU.1 dans des macrophages de souris GM-CSF’
restaure la phagocytose et empêche l’accumulation de débris et de
protéines dans les alvéoles (Shibata et al., 2001), une caractéristique
retrouvée chez toutes les souris déficientes en GM-CSF.
5.3 Patron d’expression du GM-CSF
Le GM-CSF est difficilement détectable dans la circulation systémique
chez l’individu en santé, puisque les niveaux exprimés sont très bas
(Cebon et aI., 1994). La plupart de la production et de l’action du GM
CSF est locale, au site d’infection, tout comme la majorité des cytokines
pro-inflammatoires. Par contre, en réponse à une infection par des
endotoxines comme le LPS, les niveaux circulants de GM-CSF
deviennent élevés de façon marquée et rapide (Sheridan and Metcalf,
1972).
Plusieurs types cellulaires sécrètent le GM-CSF. Les fibroblastes, les
cellules des muscles lisses, les cellules épithéliales des bronches, les
cellules endothéliales et les chondrocytes produisent la cytokine en
réponse à I’IL-l et au TNF-Œ (Zucali et al., 1986; Bagby, Jr. et al., 1986;
Leizer et al., 1990; Campbell et al., 1991; Filonzi et al., 1993). Les
monocytes aussi produisent du GM-CSF, en réponse aux endotoxines
telles que le LPS (Hamilton et al., 1992). Les cellules affectées sont les
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cellules de la lignée myéloïde: les macrophages, les granulocytes
(éosinophiles et leukocytes polymorphonucléaires) et les précurseurs
myéloïdes.
5.4 Inactivation génique du GM-CSF
L’inactivation du gène du GM-CSF a été réalisée chez la souris (Stanley
et al., 1994), en remplaçant les deux premiers exons du gène par une
construction contenant le gène lacZ suivit du promoteur PGK placé
devant le gène de résistance à la néomycine. Les souris homozygotes
pour la construction sont viables et ne présentent pas de défauts
notables jusqu’à la douzième semaine après la naissance. Toutes les
souris développent des poumons anormaux. En effet, il y a
accumulation de protéines dans les alvéoles, dû à un mauvais
fonctionnement des macrophages. Les symptômes des souris
rappellent la maladie de la protéinose alvéolaire. Cependant, aucun
défaut dans l’hématopoïèse n’est observé. Tous les comptes cellulaires
sont normaux chez ces souris. Ces observations ne suggèrent pas que
le GM-CSF n’est pas important pour la myélopoïèse : elles suggèrent
seulement que d’autres cytokines pourraient en partie combler une
carence en GM-CSE. Le M-OSE et le G-OSE, par exemple, pourraient
très bien prendre le relais et assurer le développement des cellules
myéloïdes sans le GM-OSF. Par contre, l’inactivation génique du GM
CSF chez la souris montre que ceffe cytokine n’est pas complètement
dispensable, puisque les souris développent une maladie au niveau des
poumons, suggérant que le GM-OSE joue un rôle unique pour la
différenciation terminale des macrophages pulmonaires.
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6. LE RÉCEPTEUR DU GM-CSF
Le GM-CSF est une petite protéine qui ne peut pas, contrairement aux
hormones, traverser la membrane cellulaire pour activer un récepteur
intra-cellulaire. Le récepteur du GM-CSF est donc un récepteur
comportant un domaine extra-cellulaire, permettant la liaison à la
cytokine, ainsi qu’un domaine intra-cellulaire, qui transmet des signaux
de différenciation, de prolifération, de survie et de fonctions cellulaires
spécifiques.
6.1 La structure du récepteur du GM-CSF
Le récepteur du GM-CSF fait partie de la super-famille des récepteurs à
cytokine. Cette famille est caractérisée par la présence d’un motif
particulier, soit une structure semblable à celle de la fibronectine dans
la portion extra-cellulaire de la protéine. Cette structure est composée
de quatre résidus cystéine conservés et d’un motif WSXWS
(tryptophane
— sérine — X
— tryptophane — sérine) situé près de la partie
intra-membranaire (Figure VI).
Le récepteur en tant que tel est un hétérodimère, composé d’une
chaîne spécifique à la cytokine (chaîne Œ) et d’une chaîne commune
(chaîne 13), partagée avec les récepteurs de I’IL-3 et de l’IL-5, deux
autres cytokines.
La chaîne Œ est courte et est composée de 378 acides aminés (Gearing
et al., 1989). La protéine est presque exclusivement extra-cellulaire
avec une portion cytoplasmique de 54 acides aminés seulement. Cette
chaîne lie le GM-CSF de façon spécifique avec une faible affinité et
malgré ce qu’on pourrait penser, elle joue aussi un rôle important lors
de la transduction du signal (Lia et al., 1996).
La chaîne f3, quant à elle, est longue (881 acides aminés) et possède
un domaine cytoplasmique important de 432 acides aminés (Hayashida
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et al., 1990). Cette chaîne, seule, ne possède aucune affinité pour la
cytokine. Par contre, les chaînes Œ et f3 ainsi que le GM-CSF forment
un complexe ternaire de très haute affinité qui se dissocie lentement. La
chaîne f3 est responsable de la transduction du signal. Elle possède
deux domaines riches en proline, conservés parmi les récepteurs à
cytokine et appelés boxi et box2. Ces deux domaines sont situés tout
près de la portion transmembranaire et servent de site de liaison pour la
protéine Jak2. Plusieurs tyrosines sont aussi retrouvées dans la portion
cytoplasmique du récepteur, en C-terminal. Elles sont responsables de
l’induction de différentes voies de signalisation.
Le récepteur du GM-CSF ne possède pas d’activité catalytique en soi.
C’est par la liaison de Jak2 que les tyrosines en C-terminal de la chaîne
f3 deviennent phosphorylées et que le signai est propagé.
6.2 Les fonctions biologiques du récepteur du GM-CSF
Le récepteur du GM-CSF permet la transduction des signaux de survie,
de différenciation, de prolifération et d’activation initiés par le GM-CSF.
La chaîne f3 est responsable de la transmission du signal, mais une
délétion de la portion cytoplasmique de la chaîne a inhibe les signaux
de prolifération et de survie engendrés par la liaison du GM-CSF sur
son récepteur (Matsuguchi et al., 1997). Plus particulièrement, une
délétion du domaine cytoplasmique de la chaîne Œ empêche l’activation
de Jak2 (Doyle and Gasson, 1998). Les domaines responsables de
chaque fonction sont assez bien connus (voir figure VI) (Smith et al.,
1997). La portion proximale à la membrane régule le cycle cellulaire, la
survie et la différenciation, alors que la portion distale transfère les
signaux à la voie MAPK et régule l’adhésion et la migration.
La caractérisation du patron d’expression du récepteur du GM-CSF
montre que ce dernier est retrouvé seulement chez les cellules
myéloïdes. En effet, le criblage d’une série de lignée cellulaire révèle
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que seules les lignées cellulaires dérivées de tumeurs myéloïdes
(contrairement à celles dérivées de tumeurs lymphoïdes) expriment le
récepteur du GM-CSF (Park et al., 1986). Cette observation a ensuite
été confirmée par une étude réalisée dans des cellules primaires
murines, où la chaîne a du récepteur n’est détectée que chez les
précurseurs des macrophages et des granulocytes (neutrophiles et
éosinophiles) ainsi que chez les macrophages et granulocytes matures
(Billia et al., 2001). Les autres types cellulaires testés (érythrocytes,
mégacaryocytes, mastocytes, lymphocytes T et B) n’expriment pas ce
récepteur.
Ces études montrent donc que le récepteur du GM-CSF joue un râle
important et spécifique chez les cellules hématopoïétiques de la lignée
myéloïde.
6.3 Inactivation génique du récepteur du GM-CSF
L’inactivation génique du récepteur du GM-CSF a été réalisée. Les
souris chez qui le gène codant pour la chaîne f3 (commune) a été
inactivé présentent un phénotype très semblable à celles dépourvues
de GM-CSF (Nishinakamura et al., 1995). Elles possèdent des
anomalies au niveau pulmonaire qui ressemblent à la protéinose
alvéolaire. La maladie est identique chez les deux types de souris. En
plus de ce défaut, leur nombre d’éosinophiles est réduit. Cependant,
elles ne montrent pas d’autres défauts hématopoïétiques. Comme la
chaîne f3 est commune aux récepteurs de I’IL-3 et de l’IL-5, le nombre
réduit d’éosinophiles pourrait être dû à un défaut de signalisation de I’IL
5. D’ailleurs, les souris dépourvues du gène de I’lL-5 ou de la chaîne Œ
du récepteur à l’IL-5 présentent des niveaux réduits d’éosinophiles.
L’inactivation génique de la chaîne f3 du récepteur rappelle donc en tous
points celle de la cytokine.
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6.4 Signalisation
Le GM-CSF induit plusieurs types de réponses cellulaires: la
prolifération, la différenciation, la survie, ainsi que d’autres fonctions
cellulaires. Son récepteur est donc couplé à plusieurs voies de
signalisation qui agissent en parallèle afin d’effectuer les multiples
commandes (Figure VII). Deux voies principales sont associées au
récepteur du GM-CSF: la voie Jak-STAT (Quelle et al., 1994; Mui et al.,
1995; Brizzi et al., 1996) et la voie MAPK (mitogen activated protein
kinase) (Eder et al., 1993; Sato et al., 1993; Duronio et al., 1992).
Cependant, l’action d’autres voies de signalisation n’est pas exclue
puisqu’on sait qu’il existe plusieurs points de convergence (cross-talk)
entre les différentes voies.
Le récepteur du GM-CSF comporte, dans la portion proximale au
domaine transmembranaire, deux motifs appelés boxi et box2. Le
domaine boxi est reconnu pour être un site de liaison à Jak2. Cette
dernière peut alors phosphoryler différents résidus tyrosine en C-
terminal du récepteur et aussi d’autres molécules de signalisation. Par
exemple, Jak-2 peut phosphoryler les protéines nommées STAT (signal
transducers and activators of transcription), qui s’associent au récepteur
lorsque ce dernier est activé par son ligand. Une fois phosphorylées,
ces protéines deviennent activées: elles se dissocient du récepteur et
se dimérisent avant d’entrer dans le noyau et d’induire la transcription
de leur gènes-cibles (lhle, 1996).
En plus des boîtes I et 2, le récepteur du GM-CSF contient différents
résidus tyrosine qui peuvent être phosphorylées, activant ainsi de
multiples voies de signalisation. Par exemple, son interaction avec Shc,
une protéine adaptatrice, permet de recruter Grb2, qui active alors Ras.
L’activation de Ras conduit à l’activation des MAPK, qui induisent c-jun
et c-fos (par exemple), conduisant ainsi la cellule à proliférer et à
survivre (Rajotte et al., 1996).
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7. OBJECTIFS DE TRAVAIL
Le précurseur myéloïde, pour se différencier de façon terminale en
macrophage, nécessite l’action de deux facteurs: un facteur
intrinsèque, PU.1, et un facteur extrinsèque, le GM-CSF. Les objectifs
de ce travail sont de vérifier si le GM-CSF et PU.1 agissent dans la
même voie génétique, et plus particulièrement, d’examiner la possibilité
que PU.1 agisse en aval du GM-CSF. Le GM-CSF engendre des
signaux de survie, de différenciation, de prolifération et de fonctions
cellulaires particulières. PU.1 agit-il en tant qu’effecteur du GM-CSF? Si
oui, quels sont les signaux du GM-CSF qui convergent vers PU.1? Ces
questions feront l’objet du travail ici présenté.
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LÉGENDE DU TABLEAU
Tableau L Gènes dont l’expression est régulée par PU.1.
PU.1 est un facteur de transcription exprimé seulement dans les lignées
myéloïde et lymphoïde B. Par conséquent, ses gènes-cibles jouent des
rôles importants au sein de ces deux lignées. On retrouve, parmi les
gènes-cibles de PU.1, des gènes associés à la croissance (les
récepteurs aux cytokines ou les cytokines elles-mêmes, comme le GM
CSFR ou l’lL-1f3, etc.) et des gènes associés à des fonctions cellulaires
spécifiques (l’immunité via les immunoglobulines, la digestion cellulaire
par le lysozyme et la myéloperoxidase, etc.) (Lioberas et al., 1999).
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LÉGENDE DES FIGURES
Figure I. Hématopoïèse normale chez l’adulte.
Les cellules souches (HSC) peuvent être divisées en deux classes,
soient les cellules dites à long terme (LT-HSC), qui peuvent s’auto
renouveler de manière indéfinie et les cellules dites à court terme (SI
HSC), qui ont un potentiel d’auto-renouvellement plus court. Ces
dernières se différencient en progéniteurs multipotents, qui ne peuvent
s’auto-renouveler mais peuvent donner naissance aux progéniteurs des
lignées spécifiques (CMP et CLP). Les CLP se différencient
progressivement en lymphocytes T, B et cellules NK alors que les CMP
génèrent les GMP et les MEP qui engendrent les granulocytes /
macrophages et les érythrocytes / mégacaryocytes, respectivement
(adapté de (Reya et al., 2001)).
Figure II. Facteurs intrinsèques essentiels pour l’hématopoïèse
normale.
Les facteurs de transcription AML-1, GATA-2, SCL et Bmi-1 sont
essentiels pour la formation du tissu hématopoïétique et pour la
formation des cellules souches. E2A, quant à lui, spécifie la lignée
lymphoïde. PU.1 est responsable du développement de la lignée
myéloïde alors que SCL et GATA-1 permettent la différenciation
érythroïde (adapté de (Reya et al., 2001 )).
Figure III. Facteurs extrinsèques essentiels pour l’hématopoïèse
normale.
Les cytokines jouent un rôle important à tous les niveaux de
différenciation hématopoïétique, mais, dans ce mémoire, leur
importance est seulement soulignée dans les lignées myéloïdes et
érythroïdes. Le GM-CSF permet la différenciation des précurseurs
myéloïdes en granulocytes et en macrophages. Le M-CSF, quant à lui,
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favorise le développement de la lignée monocytaire, alors que le G-CSF
permet la différenciation en granulocytes. Au niveau de la lignée
érythroïde, l’EPO favorise le développement des érythrocytes (adapté
de (Reya et al., 2001)).
Figure IV. La protéine PU.1 et ses domaines fonctionnels chez la
souris.
La protéine PU.J est composée de 4 domaines fonctionnels: un
domaine riche en acides aminés acides, un domaine riche en
glutamine, un domaine PEST et un domaine ETS. Ces domaines
permettent à la protéine de transactiver un promoteur, de s’associer à
d’autres protéines ou à l’ADN et lui confèrent sa stabilité en régulant sa
dégradation protéolytique.
Figure V. Les effets du GM-CSF.
Le GM-CSF est une cytokine qui joue plusieurs rôles au niveau des
cellules myéloïdes. Elle permet d’abord la différenciation en
granulocytes et en macrophages. Elle est aussi impliquée dans
l’augmentation de la prolifération de ces cellules. De plus, le GM-CSF
diminue l’apoptose chez une population de précurseurs. Enfin, le GM
CSF permet aux cellules myéloïdes de jouer leur rôle de phagocytes et
de cellules immunitaires en stimulant la phagocytose, l’adhésion et
l’activation par des pathogènes.
Figure VI. Structure du récepteur du GM-CSF.
Le récepteur du GM-CSF est constitué de 2 chaînes: une chaîne a,
responsable de la liaison spécifique au ligand et en partie de la
transmission du signal, et une chaîne I, responsable de l’induction de la
majorité des effets du GM-CSF: la différenciation, la survie, la
prolifération, la division cellulaire, l’activité migratoire et l’activation de la
voie MAPK.
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Figure VII. Voies de signalisation activées par le récepteur du G M-OSE.
La transmission du signal se fait principalement via la chaîne F• D’une
part, celle-ci peut recruter, via sa boîte 1, Jak-2, qui peut alors
phosphoryler STAT-5. Ce dernier transloque au noyau et active la
transcription de plusieurs gènes cibles, notamment c-Fos et c-Myc.
D’autre part, la chaîne b peut aussi s’associer à SHC/SHP1/PI3K via
ses tyrosines et activer Ras, qui active à son tour une MAPK. La
transcription de gènes-cibles comme c-Fos est alors activée.
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TAB LEAU
Tableau I. Gènes dont expression est régulée par PU.1.
Gène Description
Chaînes légères: ? et K Immunoglobuline
Chaîne lourde: i Immunoglobuline
Chaîne J Immunolgobuline
MB1 Protéine membranaire, immunoglobuline
FcyRl Immunolgiobuline, récepteur
FcyRII la Immunoiglobuline, récepteur
CR3 (CD11b/CD18) Protéine du complément, récepteur
CR4 (CD11c/CDJ8) Protéine du complément, récepteur
GM-CSFR Récepteur d’un facteur de croissance
G-CSFR Récepteur d’un facteur de croissance
M-CSFR Récepteur d’un facteur de croissance
Récepteur scavenger: type I et Il Récepteur
Récepteur mannose Récepteur
LFA-1 (CD11a/CD18) Protéine de surface
CD72 Protéine de surface
CD2O Protéine de surface
Macrosialine Protéine de surface
IL-lp Cytokine
MIP-1Œ Cytokine
IN F-u Cytokine
IL-1 ra Cytokine
Btk Kinase
Protéinase-3 Enzyme
Élastase Enzyme
Cathepsine G Enzyme
Lysozyme Enzyme
Gélatinase Enzyme
Myéloperoxidase Enzyme
gp9l(phox) Enzyme
p47(phox) Enzyme
RNS2 Enzyme
MHC classe II-chaîne Af3 Complexe d’histocompatibilité majeur
c-fes Proto-oncogène
c-rel Proto-oncogène
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CHAPITRE 2 : PRÉSENTATION DU MANUSCRIT
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ABSTRACT
PU.i, a transcription factor of the ets famiiy, drives the deveiopment of
myeloid celis whiie the role of cytokines in this process remains to be
ciarified. Here we show that GM-CSF upregulates the expression of
PU.7, of Mci-7 and of AI, two anti-apoptotic genes, in purified
granulocyte and macrophage progenitors (GMPs). Furthermore, we
provide functional evidence for a genetic pathway involving GM-CSF,
PU.i and Mci-1 / Ai, shown here to be direct PU.1 target genes by
chromatin immunoprecipitation. Retrovirai mediated delivery of an anti
sense PU.i into primary bone marrow ceiis specifically disrupts PU.1
protein leveis, Mci-i and Al mRNA leveis and prevents the anti
apoptotic effect of GM-CSF. We therefore conclude that GM-CSF
consolidates the myeloid fate through an up-reguiation of PU.1 that
favors myeloid ceil survivai and the myeioid differentiation program.
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INTRODUCTION
Blood celis are generated through a developmental cascade initiated by
the commitment of a multipotent precursor into specific lineages,
followed by transition through developmental intermediates and final
maturation. Thete is increasing evidence for an important role for
transcription factors in controlling the process 0f hematopoietic ceil
differentiation. This process is currently believed to be unidirectional,
consistent with a role for lineage specific transcription factors in
directing commitment into one or more than one lineages. In contrast,
extrinsic regulation by environmental factors remains controversial,
maïnly because of the inevitable coupling between apparent
commitment and selective survival secured by hematopoietic growth
factors. For example, exposure 0f primary CD34 celis (Caceres-Cortes
et aI., 2001) and 0f the multipotent celi une FDCP-Mix (Just et aI., 1991)
to GM-CSF resuits in synchronous granulocyte and macrophage
differentiation. However, ectopic expression of Bd-2 in the same ceil
permits survival in the absence of trophic factors, together with
spontaneous multilineage differentiation (Fairbairn et aI., 1993). It was
therefore suggested that growth factors are permissive, rather than
instructive for lineage commitment. Nonetheless, it remains to be
documented whether hematopoietic growth factors may favor celi
differentiation through a modulation 0f lineage specific transcription
factors.
PU.1, a monocytid/B Iymphoid transcription factor of the ets family, was
discovered as a common site 0f retroviral integration in Friend
erythroleukemia, and as a protein that binds the purine-rich Iymphoid
specific enhancer GAGGAA. PU.1 regulates most macrophage and
granulocyte-specific genes. An essential role for PU.1 in the generation
0f neutrophils and 0f monocytes was shown through homologous
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recombination, as PU.1. mice succumb to infections a few days after
birth, due to the lack of functional phagocytes while another mutation
caused pre-natal death (Scott et al., 1994; McKercher et al., 1996).
These observations, combined with the fact that PU.1 is autoregulatory,
suggest that PU.1 may act as a central regulatory gene for the
monocyte lineage (Nerlov and Graf, 1998; DeKoter et aI., 1998; Tenen
et aI., 1997). PU. mice also present with lymphoid deficiencies. There
is evidence to support the concept that stem cells express multiple
lineage markers (Hu et aI., 1997), suggesting that lineages are in
competition in multipotent celis. As a corollary, lineage selection occurs
through upregulation 0f appropriate lineage specific programs and
concurrent downregulation of genes involved in the development of
other lineages. In support of this hypothesis are the observations that
enforced expression of GATA-1, an erythroid zinc finger transcription
factor, can reprogram chicken myelo-monocytic cells to the thrombo
erythroid pathway while suppressing myeloid differentiation (Kulessa et
al., 1995). Similarly, PU.1 induces myeloid differentiation (Nerlov and
Graf, 1998; Moreau-Gachelin et al., 1996) arguing for a competitive
relationship 0f lineages.
GM-CSF is a multifunctional growth factor (reviewed by (Metcalf, 1993))
that stimulates the proliferation 0f hemopoietic and vascular endothelial
celis. Moreover, GM-CSF suppresses apoptosis in hemopoietic
precursors (Williams et al., 1990; Rajotte et al., 1992) while enhancing
the response of neutrophils to bacterial antigens and the phagocytic
activity of macrophages/monocytes (reviewed by (Gasson, 1991)). A
large number of cytokines have been assessed for their therapeutic
potential in anti-tumor immunity. Among these, GM-CSF was clearly
the most potent and long lasting inducer of an anti-tumoral response in
vivo (Dranoif et al., 1993), most likely due to its multifunctional
properties in hemopoietic progenitors, specifically its unique ability to
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promote the differentiation of hemopoietic progenitors into macrophages
(Smith et aI., 1997) and dendritic celis (Pardoll, 1995), as weIl as its
capacity to directly enhance the function of antigen presenting ceils
(Heufler et al., 1988; Sallusto and Lanzavecchia, 1994) and thus elicit
specific immune response and tumoricidal activity. lndeed, exposure of
the multipotent celi une FDCP-Mix to GM-CSF results in synchronized
granulocyte macrophage differentiation, which was confirmed through
GM-CSF gene transfer (Just et aI., 1991). These results are in
agreement with our observations that GM-CSF favors the emergence of
+granulocytes and macrophages n purified CD34 celis (Caceres-Cortes
et al., 2001). Finally, GM-CSF is endowed with the capacity to induce
the differentiation of common Iymphoid progenitors (CLP) along the
myeloid lineage, on ectopic expression of the GM-CSF receptor in these
ceils (King et aI., 2002).
Evidence that external stimuli can influence tissue specific transcription
are far and few in between. Estrogens induce anemia in vivo, and
inhibits erythroid progenitors in vitro. It has been shown that ligand
bound estrogen receptors sequester GATA-1 in an inactive complex
and inhibit GATA-1-dependent transcription (Blobel and Orkin, 1996).
Furthermore, PU.1 function is required for signalling through the B cell
receptor (Garreil-Sinha et al., 1999). Recent evidence also suggests
that the G-CSF receptor induces granulocyte differentiation through
activation of C/EBP (Nakajima and lhle, 2001) and C/EBPa, thus
altering the ratio of CIEBP versus PU.1 and favoring the granulocyte
lineage (Dahl et aI., 2003). Finally, GM-CSF enhances phagocytosis in
macrophages through PU.1 (Shibata et aI., 2001). In the present study,
we addressed the question whether the multiple functions of GM-CSF
on granulocyte macrophage precursors are mediated by PU.1.
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RESULTS
GM-CSF upregulates PUI and Mci-1 in myeloid progenïtors
Hematopoietic progenitors were purified into three subpopulations as
described (Traver et aI., 2001), common myeloid progenitors (CMP),
granulocyte/monocyte progenitors (GMP) and megakaryocyte/erythroid
progenitors (MEP) (Figure lA). The purity of these populations was
independently confirmed by colony assays (data shown next to
histogram, Figure lA) and by semi-quantitative PCR analysis revealing
the specific expression of PU.1 in GMPs and CMPs (Figure lB), as
reported (Akashi et aI., 2000). These celis were exposed to GM-CSF, or
a mixture of SF, FLT3-L and IL-11, shown previously to maintain stem
ceil function (Trevisan et al., 1996). As shown in Figure JC, GMP
proliferated vigorously and continuously in response to GM-CSF, while
MEP failed to do so and did not survive beyond one day of exposure to
GM-CSF. This is not surprising, since MEPs do not express the GM
CSF receptor (Figure 1 B). In comparison, CMP showed a more modest
response to GM-CSF as celI numbers doubled on day 2 and remained
constant or decreased thereafter. When these three populations of
purified progenitors were stimulated with a mixture of SF, FLT3-L and
IL-11, celI numbers increased five-fold on the first day of culture, but
differed afterwards. MEP continued ta proliferate while CMP remained
constant or decreased slightly. In contrast, GMP cultures were
exhausted on day 3, in sharp opposition ta the vigorous proliferation
triggered by GM-CSF. Together, the results indicate that the response
of GMP ta these cytokines was the exact opposite of MEP, and that
GMP showed the strongest response ta GM-CSF, consistent with their
myeloid nature.
Ta determine the basis for differential responsiveness ta GM-CSF
between the different populations of hematopoïetic progenitors, we
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anaiysed gene expression through semi-quantitative RT-PCR analysis.
We chose to assay PU.1 and several members of the Bd-2 family, Mcl-
1, AI and Bcl-xL leveis for two reasons. Abrogation of GM-CSF
signalling in vivo is associated with lower PU.1 ievels in peritoneal
macrophages (Shibata et al., 2001). Furthermore, Mci-l, Al and Bdi-XL
were ail previously shown to be induced by various cytokines (Chao et
al., 1998; Socoiovsky et al., 1999). As shown in Figure lB, GMP
showed the highest expression level for PU.1, Al and Mci-1 prior to
culture, whiie GATA-1 and Bcl-XL were lowest. GM-CSF stimulation
further increased PU.1, Al and McI-1 in GMP, and the kinetics of
induction for these genes were comparable, as their expression levels
were induced on day I and increased over the 3-day culture period,
except for Al that was strongly induced (50 fold) and reached a peak on
day 2 (Figure 1 D). These three genes were also induced by GM-CSF in
CMP, albeit to Iower levels, but not in MEP and these inductions
correlated with the iower proliferative response of CMPs to GM-CSF
and the lack of biological response in MEP. in contrast to McI-1 and Ai,
Bcl-XL was flot induced by GM-CSF stimulation in any celI type while it
was strongly induced by the early acting cytokines in MEP, correlating
with their growth response in culture. Together, our observations
revealed a strong correlation between ceil growth in response to GM
CSF and the induction of PU.1, Al and Mci-1 in target populations.
Mci-1 and Al as PU.1 target genes in primary myeioïd ceils
This possibility was directly addressed through chromatin
immunoprecipitation of 32D myeloid cells. Exposure to G-CSF for 24h
up-regulates PU.1 mRNA and protein levels (Figure lA), without
inducing celI differentiation (Figure I B), as assessed by morphoiogical
criteria and the absence of CD11b expression. This resuited
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nonetheiess in an upregulation of the two chains of the GM-CSF
receptor (shown for GMRŒ, Figure 10), ailowing for celi survival and
differentiation in tesponse to GM-CSF (Figure lB) as reported (Bigas et
al., 1998), correlating with a furiher up-regulation of PU.1 mRNA and
more strikingly, of PU.1 protein leveis (Figure lA). Interestingly, G-CSF
upregulated Mci-1 but flot Al gene expression, while exposure to GM
CSF resulted in a three fold increase in Mci-1 and a 60-fold induction of
Al (Figure 2C), exactly as observed in GMP. We therefore performed
chromatin immunoprecipitation and compared the occupancy of the
Mci-7 and Al Ioci by PU.1 when these 32D celis were maintained with
IL-3, or switched to G-OSE and GM-CSF-containing media,
sequentialiy. As shown in Figure 2D, PU.1 was present on both
promoters in vivo, in undifferentiated celis. G-OSE stimulation induced a
10-fold and 2-foid increase in PU.1 occupation oftheAl and Mci-1 ioci,
respectively, as compared to IL-3 stimuiated celis. Finally, GM-CSF
further increased PU.1 occupancy of these two loci by 15-fold and 20-
fold, respectively. Finaliy, a region of inactive chromatin (c-kit 13500)
was ampiified as a control in input chromatin, and was absent in ail
immunoprecipitated chromatin, confirming the specificity of the
procedure. Similarly, the anti-PU.1 did not bring down HPRT promoter
sequences. Together, our data indicate that Mci-7 and Al are direct
PU.1 target genes in immature myeioid ceils and that GM-CSF
stimulation increased PU.1 occupancy of these Ioci. Together, our study
provides evidence for a genetic pathway that invoives GM-CSF and the
subsequent up-regulation of PU.1 as weiI as two target genes, Mci-7
and Al in the survival of immature myeioid ceils.
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Decreasing PU.1 protein levels prevents the anti-apoptotic effect of
GM-CSF in myeloid celis
To determine the importance of PU.l in the response to GM-CSF, we
delivered an anti-sense PUA via retroviral-mediated gene transfer in 5-
EU bone marrow celis. As shown in Figure 3C, the anti-sense PU.1
decreased PU.I protein levels in these celis. The consequence of
decreased PU.1 levels in the response of hematopoietic progenitors to
GM-CSF was therefore monitored through several approaches.
First, bone marrow celis expressing the MSCV control vector or the AS
PU.1 vector were plated in the presence of GM-CSF or IL-1 I and Steel
Factor, and analysed by flow cytometry for CDII b expression and
Annexin V immediately after the infection protocol, or 24 h later. As
shown in Figure 3A, in cultures stimulated with early acting cytokines,
CDI1b, a PU.1 target gene, was significantly decreased when PU.I
levels were lowered. There was a striking difference between GM-CSF
stimulated control ceils (MSCV) or AS-PU.1 expressing celis (Figure
3A). While most control cells were viable in GM-CSF cultures, a majority
of CD11b celis expressing AS-PU.l were apoptotic, as revealed by
Annexin V labelling. lnterestingly, these ceils were stiil able to
transiently upregulate CD1 1 b when exposed to GM-CSE (Figure 3A), as
the proportion of CD1 1 b+ ceils increased from 22% to 68% when AS
PU.1 expressing celis were plated in SE and IL-Il-containg medium or
a GM-CSE-containing medium, respectively. However, when celis were
analyzed one or two days later, past the peak of apoptotic death,
CD11b ceils were drastically decreased in AS-PU.1 treated cells as
compared to controls (data not shown and Figure 3B). Thus, our early
kinetic analysis of cells in culture allowed us to catch CD1 1 b+ ceNs in
the process of dying.
To rule out the possibility that apoptosis was either enhanced or
indirectly caused by the neomycin selection, we repeated the retroviral
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gene transfer procedure with the GFP marker. This analysis confirmed
that the AS-PUI caused apoptotic death in the CDilb population
(Figure 3B) as weIi as a decrease in CD1 I b expression (Figures 3B and
3D). RT-PCR analysis revealed that the expression of Mci-1 was
severely impaired in AS-PU.1 ceils, when normalized to S16 controis
(Figure 3D). Expression of the GM-CSF receptor 3c, a PU.1 target
gene, was also reduced (Figure 3D), which could contribute in part to
celi death. Together, these observations suggest that PU.1 is an
essential downstream component of GM-CSF signailing in myeioid ceils
that coordinates the expression of myeioid-speciflc genes and celi
survival genes.
To further confirm the importance of PU.1 for the expression of Al and
Mcii, we performed quantitative RT-PCR analyses of fetal liver ceils
taken from PU.1 mice. These celis were abie to proliferate in culture in
the presence of IL-3 and SF. Data shown in Figure 4 indicated that ail
five PU.1 target genes tested were induced by these cytokines, CDI lb,
GMRŒ, Al and Mci-i while Bcl-XL, an Epo-response gene, was not
induced in culture. Furihermore, PU.l function is essential for this
induction for 4 out of 5 genes, Ai, Mci-1, CD11 b and GMRa, while PU.l
was redundant for the induction of GMRF3 and for Bcl-XL (Figure 4). This
experiment concurs with the above observations to show that the
antiapoptotic genes Al and Mci-i are PU.i target genes. Finally,
despite the expression of both GMRŒ and GMR3 in cuitured PU.1-/-
cells, these ceils fail to respond to GM-CSF (data not shown) (DeKoter
et ai., 1998).
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PU.1 is specifically required for the response of myeloid
progenitors to GM-CSF-dependent survival cue
The consequences of decreased PU.1 levels on hematopoietic
progenitors were furiher tested in purified GMPs, and in functional
assays in methylcellulose cultures. As shown in Figure 5 A and B,
control GMPs expressing the empty MSCV vector survived readily when
exposed GM-CSF. In contrast, there was a high degree of apoptosis in
GMPs expressing AS-PU.1. In these cultures, there was a four to five
fold increase in apoptosis as compared to control cultures. In contrast to
GMPs, MEPs were unaffected when PU.1 levels were decreased
compared to control ceils expressing the empty vector.
We next assessed the capacity of CFU-GM to respond to GM-CSF in
culture, in which 5-EU bone marrow celis were pre-stimulated with SE
and IL-3 or with GM-CSF as a single cytokine for 24h, followed by
plating in methylcellulose in the presence of SF and IL-3, or GM-CSF
(Figure 6A). When cultures were exposed to IL-3ISE and replated with
the same combination of growth factors, colony formation from control
celis expressing the empty MSCV vector or celis expressing the anti
sense PU.1 was comparable (Figure 6A). In contrast, lowering PU.1
Ievels significantly affected cultures pre-stimulated with GM-CSF, and
then replated in GM-CSE or IL-3/SF containing conditions, as the anti
sense PU.1 prevents colony formation stimulated by GM-CSF when
compared to control cells (MSCV). Furthermore, a 24h exposure to GM
CSF was sufficient to cause Iethality, as colony formation could not be
rescued by IL-315F in methylcellulose culture. Comparable results were
observed with GFP as a selectable marker, instead of neomycin
resistance (data not shown). Together, our observations indicate that
PU.1 is specifically required for colony formation supported by GM-CSF,
consistent with previous work (DeKoter et al., 1998; Hohaus et al.,
1995).
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GM-CSF is a pathway which is common!y activated in acute
myeloblastic leukemia (AML) (Rodriguez-Cimadevilla et al., 1990; irish
et aI., 2004). We therefore interrogated the gene profiling data set
published by Golub et al (Golub et ai., 1999) and found that PU.1 was
highest in leukemic sampies trom AML patients, as compared to
samples from patients diagnosed with acute iymphobiastic leukemia (T
or B-ALL) (Figure 7). Furthermore, both Al and Mci-1 were highest in
the AML samples, and their expression levels were highly correlated
with those of PU.1 (r=0.7-0.75). in contrast, Bc12 expression was iow
and although BcI-XL was more heterogenous, neither of the two genes
showed any correlation with PU.1 levels (r=0). These resuits are
consistent with the view that Al and Mci-1 are PU.1 target genes while
Bd-2 and BcI-XL are not, and that AML is associated with high PU.1
levels.
DISCUSSION
A genetïc pathway involving the GM-CSF receptor, PU.1 and Mci-1
in the present study, we provide evidence indicating that PU.1 functions
downstream of the GM-CSF receptor and identify Mci-7 and Al as
novel PU.l target genes in primary hematopoietic progenitors. We show
that GM-CSF stimulation upregulates PU.1 levels and PU.1 target
genes in GMPs, i.e. CD17b, Al and Mci-1. Furthermore, an antisense
PU.1 prevents ceil survival as weIl as the induction of CDI1b, Al and
Mci-7 by GM-CSF. Third, GM-CSF increases the occupancy of the Al
and Mci-1 promoters by PU.1 in chromatin. Together, our observations
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delineate a pathway through which information flows from the GM-CSF
receptor to PU.1 and the anti-apoptotic genes Al and Mci-7, and favors
an expansion of the myeloid lineage.
Celi differentiation and celi survival are intricate processes during
normal development (reviewed by (Lineffe and Korsmeyer, 1994)).
Thus, GATA-1 gene ablation blocks erylhroid differentiation at the
proerythroblast stage in vivo, resulting in apoptotic death when the ceils
are induced to undergo erythroid differentiation in vitro (Weiss and
Orkin, 1995). Similarly, PU.1 is required for macrophage development in
vivo (Scoif et al., 1994; Scoif et aI., 1997) and for macrophage
activation by GM-CSF (Shibata et al., 2001). Here we show that PU.1 is
also essential for the survival of myeloid ceils, via Al and McI-1.
Previous work has identified the a and F chains of the GM-CSF
receptor as PU.1 target genes (DeKoter et al., 1998; Hohaus et ai,
1995), although both genes were still expressed in PU. 7-deficient cells.
These resuits suggest that PU.J regulates myeloid ceil survival via the
activation of cytokine receptors. However, ectopic expression of the
GM-CSF receptor in PU. 7-deficient cells did not rescue myeloid
development (Anderson et al., 1999), consistent with our finding that
PU.1 function is also an essential mediator of GM-CSF signalling.
Furthermore, we show that PU.1 determines the myeloid fate not only
through the activation of myeloid specific genes that include CDI lb, but
also through direct activation of anti-apoptotic genes such as Al and
Mci-7, providing molecular evidence that a single transcriptional
regulator drives both ceil survival and cell differentiation.
Hematopoietic cells require constant signalling from the environment to
suppress a default pathway of celi death. It is therefore not surprising
that important lineage regulators also specify the expression of growth
factor receptors that govem ceil survival. Recent evidence suggests,
however, that these transcriptional regulators also fulfill an essential
anti-apoptotic function downstream of receptor signalling. For example,
FIkl, a tyrosine kinase receptor that is important at the onset 0f
hematopoiesis is a target gene of the SCL transcription factor (Kappel
et aI., 2000). However, decreased flk-1 signaling causes a decrease in
SOL expression and conversely, a gain of function of SOL is sufficient to
rescue apoptosis in primitive erythroid ceils caused by a hypomorphic
VEGF allele (Martin et aI., 2004), suggestïng a genetic pathway from
Fiki and possibly other receptors (Liao et aI., 2002) to SOL. Similarly,
C/EBPa drives the expression of the G-CSF receptor (Zhang et al.,
1997) and G-05F has been shown to favor granulocyte differentiation
via an upregulation of O/EBPŒ(DahI et aL, 2003). Finally, PU.1
enhances the expression of the GM-CSF receptor (Nerlov and Graf,
1998; DeKoter et al., 1998; Tenen et aI., 1997) and GM-CSF signalling
upregulates PU.1 to favor macrophage differentiation (shown here and
(Shibata et aI., 2001)). We therefore propose that a positive feedback
Ioop between important lineage transcription factors and growth factor
receptors consolïdate ceil fate, i.e. ceil survival and lineage choice, in
the hematopoietic system.
Cytokine signaling and celi fate
Graded PU.1 levels drive the macrophage versus B lymphocyte
(DeKoter and Singh, 2000) or versus neutrophil lineage choice (Dahi et
al., 2003). The possibility that extrinsic factors can modulate PU.1 levels
and hence lineage outcome lies at the heart of the controversy between
a stochastic and an instructive mechanism in celi fate decision. In their
simplest formulations, the stochastic model excludes the possibility of
environmental regulation while the instructive/deterministic model favors
the existence of an on/off switch conferred by a master gene or by the
environment. Emerging evidence, however, suggests more plasticity in
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iineage decisïon, and the possibiiity of combinatoriai mechanisms
comprising synergistic and antagonistic interactions among regulatory
factors. Thus, one may envisage the possibility that the process is a
fineIy tuned response to externai stimuli.
The survival cf hemopoietic progenitors is exquisitely dependent on
extracellular growth factors. For example, the interaction between Steel
factor and its receptor c-Kit is essentiai for the survival cf CD34 celis in
vitro (Caceres-Cortes et aI., 1994) and in vivo (Fleischman, 1993),
which occurs in the absence cf noticeabie differentiation (Caceres
Cortes et ai., 2001). Clonai assays for macrophage and granuiocyte
progenitors reveaied the essential requirement in M- or GM-CSF for the
generation of macrophages in culture (Metcaif, 1993). it was later
shown that these cytokines are required to suppress apoptosis in vitro
(Wiiiiams et ai., 1990; Caceres-Cortes et al., 1994). Their function in
vivo was reveaied through the study of genetically-deficient mouse
modeis. Bone marrow and alveolar macrophages in M-CSF deficient
mice (op/op) appeared normai, while peritoneai and lymph node
macrophages were severeiy reduced (Cecchini et ai., 1994). Similarly,
GM-CSF’ mice developed normally, except for an alveoiar proteinosis,
due to a dysfunction in alveoiar macrophages (Seymour et al., 1997),
decreased resistance to infection (Zhan et al., 1998) as weil as
defective T celi functions (Wada et ai., 1997). Mice deficient in both M
and GM-CSF (op/op x GM-CSr) exhibit a more severe phenotype
with bacterial pneumonic infections. Finally, mice iacking f3c, the
common receptor chain for GM-CSF, IL-3 and IL-5, showed reduced
macrophage adhesion (Scott et al., 1998) and slower leukocyte
recovery foliowing bone marrow transplantation (Nishinakamura et ai.,
1995). Since GM-CSF and IL-3 are produced by activated T ceils, the
observations indicate that these two cytokines are part of the
hematopoietic stress response, albeit redundant in macrophage
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development and activation. Surprisingly, ectopic expression 0f GM
CSF receptors in CLPs was reported to convert these celis to the
myelo-monocytic tineage (Iwasaki-Arai et aI., 2003). Together, these
observations provided further arguments into the debate over a
permissive or an active role for growth factors in lineage selection.
The fact that GM-CSF upregulates PU.1 in CMP and GMP but not MEP
raises the obvious question whether GM-CSF may favour lineage
selection in multipotent ceNs. There is evidence that stem celis express
Iow levels of lineage-specific genes and transcription factors (Hu et al.,
1997; BiIlia et aI., 2001; Orkin, 2000). In a context whereby multipotent
ceNs are primed for multilineage differentiation, chance encounter of the
appropriate combination of transcription factors with DNA may initiate
the process of lineage commitment (Orkin, 2000). However, on
interaction with the environment, e.g. through exposure to GM-CSF,
PU.1 levels are upregulated in vitro (shown here) and in vivo (Shibata et
aI., 2001). Together these observations raise the possibility that GM
CSF either selects for the granulocyte macrophage lineage due to
enhanced survival, or that GM-CSF drives lineage commitment through
Pu.J.
The pattern of gene expression in hematopoietic progenitors at the
population level, i.e. in cells purified by surface phenotypes, conforms to
the expected specificity of each transcription factor for the specified
lineage. Thus, GMP express PU.1 but flot SCL nor GATA-1, while MEP
express SCL and GATA-1 but not PU.1 (Miyamoto et aI., 2002; Akashi
et aI., 2000). However, when gene expression was examined at the
single ceil level, we observed more heterogeneity and more plasticity
than anticipated (Brady et aI., 1995; Hoang et aI., 1996). Indeed,
committed macrophage precursors, functionally identified through sib
analysis, occasionally express Iow levels of SCL or even GATA-1. This
promiscuous expression of erythroid transcription factors found at low
levels in some CFU-GM may represent vestigial expression in celis that
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are recently commifted from the muitipotent stage. Since PU.1 inhibits
GATA-1 function (Rekhtman et al., 1999), we favour the hypothesis that
the upregulation of PU.1 by GM-CSF consolidates the myeioid fate by
severai mechanisms, one that drives the myeloid differentiation/survivai
program and the other that prevents erythroid lineage infideiity due to
random expression of SCL and/or GATA-1.
Together, our data are consistent with the view that the outcome of a
stochastic process of differentiation initiated in multipotent progenitors
can be regulated by extrinsic factors. These signais sustain the complex
cellular and molecular interactions that are responsible for the rapid
adaptive response to extrinsic perturbations. For exampie, antigenic
challenge may trigger a transient increase in cytokine production by
activated T ceNs. These cytokines include GM-CSF, causing a rapid
adjustment of granulocyte macrophage production under conditions of
antigenic challenge.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
M ice
Ail mice were housed in the pathogen free animai facility according to
institutional animal care and use guidelines. C57BL/6J mice were
purchased from Jackson laboratories (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine, USA).
Growth factors
Except for recombinant hFLT3-L (Research Diagnostics mc, Flanders,
New Jersey, USA) and recombinant hG-CSF (Amgen mc, Thousand
Oaks, California, USA), aIl cytokines were produced as COS ceil
supernatants and were calibrated against recombinant standards.
Piasmids
PU.1 cDNA (gift from Dr D.G. Tenen, Harvard Medical School, Boston,
Massachusseifs, USA) was subcloned into MSCV pgk neo, MSCV
IRES EGFP or MSCV IRES EYFP (gift from Dr G. Sauvageau, IRIC,
Montréal, Québec, Canada) in the sense or anti-sense orientation using
the EcoRi restriction enzyme.
Western blotting
Nuclear extracts and Western blots were performed as previously
described (Lecuyer et aI., 2002), using anti-PU.1 rabbit polyclonal
antibody (sc-352x, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, California,
USA), anti-PTPJD mouse monoclonal antibody (P54420, BD
Transduction Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada), goat anti
mouse and goat anti-rabbit HRP conjugated polyclonai antibody (EMD
Biosciences, Darmstadt, Germany and Sigma-Aldrich, Oakviile, Ontario,
Canada, respectiveiy).
5$
Retroviral infection
Bone marrow cells were collected from mice injected with 150 mg/kg of
5-FU (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) 4 days earlier. CelIs
were plated in suspension culture in fuN support media (IMDM 15 ¾
FBS, 10 nglmL mIL-3, 70 nglmL hIL-6, 100 nglmL hIL-il, 100 ng/mL
mSteel factor, 5 X i0 M Œ—monothioglycerol (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario, Canada)) at a final concentration of 106 ceNs per mL. After 48
hours of prestimulation, bone marrow ceils were overlaid on irradiated
(1500 cGy, cesium source) virus producing GP+E-86 cells in full
support media supplemented with 0.8 ig/mL of polybrene (Sigma
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) for 48 hours. Cells were stimulated
with the indicated growth factors, at these concentrations: 20 nglmL
mGM-CSF, 100 ng/mL hSF, 100 ng/mL hIL-li, 25 ng/mL mIL-3.
RNA preparation, cDNA synthesis and PCR amplification
Total RNA preparation, cDNA synthesis and PCR amplification have
been described previously (Herblot et al., 2000). Oligonucleotide
sequences are available upon request. Quantitative PCR was
performed on MX3000 apparatus (Stratagene, La Jolla, California, USA)
using the Brilliant® SYBR® Green QPCR Core Reagent Kit
(Stratagene), according to the manufacturer’s instructions.
Flow cytometry analysis and celI sorting
Following gene transfer, bone marrow ceNs were stained with CD1 1 b
(Mac-1)-APC (BD Pharmingen, Mississauga, Ontario, Canada) and
Annexin-Alexa 350 (Molecular Probes, Eugen, Oregon, USA). i05
events were analyzed for each condition.
Fetal liver myeloid progenitors were purified as described (Traver et al.,
2001). Briefly, mature lineage positive cells were depleted from fetal
liver (e14.5) using magnetic beads and the remaining ceNs were stained
with CD34-FITC (BD Pharmingen), Sca-PE (BD Pharmingen), c-kit-APC
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(eBïoscience), CD1 6/32(FcyR)-PE/Cy7 (eBioscience), biotinylated
antibodies against CD3 (eBioscience), IL-7RŒ (BD Pharmingen), B220
(BD Pharmingen), Gr-1 (BD Pharmingen), CD11b (Mac-1) (BD
Pharmingen) and Terll9 (eBioscience). Dead ceNs were excluded by
propidium iodide staining (Molecular Probes, Eugen, Otegon, USA).
Analysis of apoptosis in GMP and MEP was done as follows. CeNs (106)
were stained with the following antibodies: CD34-PE (BD Pharmingen),
c-kit-APC, CDI 6/32(FcyR)-PE/Cy7, biotinylated antibodies against CD3,
IL-7RŒ, B220, Gr-J, CD11b (Mac-1) and Terll9. Apoptosis was
analyzed using Annexin V-Cy5.5 staining (BD Pharmingen) and
propidium iodide staining. Flow cytometry analysis was performed on
the MoFlo flow cytometer (Cytomation, Fort Collins, Colorado, USA).
Liquid celI culture
Myeloid progenitors were cultured in non-treated Terazaki plates in
IMDM 10% FBS. CeNs were stimulated either with 20 ng/mL mGM-CSF
or with 100 ng/mL mSteel Factor, 100 ng/mL hIL-Il and 100 ng/mL
recombinant hFLT3-L (Research Diagnostics mc, Flanders, New
Jersey, USA). CeNs were passaged every other day and kept at a
concentration of 106 cells per mL.
Chromatin Immunoprecipitation
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed as
previously described (Lecuyer et al., 2002; Tremblay et al., 2003), using
the 32D celI line kindly provided by Dr Quesenberry (Roger Williams
Medical Center, Providence, RI). The 32D ceIl une was passaged every
other day and kept at a concentration of 2,5 X I 0 cells per mL in IMDM
(Invitrogen Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada)
supplemented with 10% FBS (Invitrogen Life Technologies, Burlington,
Ontario, Canada) and 10 ng/mL of mIL-3. 1,0 X i05 32D cells per mL
were stimulated with either 10 ng/mL mIL-3, 10 ng/mL recombinant hG
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CSF (Amgen mc, Thousand Oaks, California, USA) or 10 ng/mL mGM
CSF for the indicated times. CelIs treated with mGM-CSF were first
stimulated with hG-CSF for 24 hours, b upregulate the GM-CSF
receptor (Bigas et aL, 1998). 5 jig anti-PU.1 polyclonal rabbit antibody
(sc-352x) and 5 pg of a normal rabbit serum (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario, Canada) were used for immunoprecipitation. Oligonucleotide
sequences used for QPCR are available upon request.
Methylcellulose assays
Following the infection procedure, 2,5 X i03 bone marrow ceNs were
plated in methylcellulose culture consisting of 1% methylcellulose (Fluka
Chemie, Neu-UIm, Switzerland), 10 % FBS, 200 tg/mL transferrin
(EMD Biosciences, Darmstadt, Germany), 2% bovine serum albumine
(BSA, Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), 5X1 OE5 u
monothioglycerol (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) and I
U/mL erythropoietin in IMDM. These cultures were supplemented with
the indicated growth factors, at these concentrations: 20 ng/mL mGM
CSF, 5 nglmL mIL-3 and 100 ng/mL mSteel Factor. Colonies were
scored 7 days later.
Patient data analysis
Data was obtained from (Golub et al., 1999). McI-1, AI, Bd-2 and Bcl-xL
mRNA levels from AML5 and ALLs were plotted against those of PU.l
and the correlation coefficient was calculated on both populations, using
the standard equation for a simple linear regression.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. GM-CSF Up-Regulates PU.1, Al and Mci-1 Expression in
Myeloid Progenitor Celis.
(A) isolation of myeioid ptogenitors in mouse fetal liver. The Lin Sca
c-kit fraction was subdivided into FcyR’°CD34 (CMP),
FcYRhiCD34+ (GMP) and FcyR’°CD34 (MEP) populations. The
percentages of each population relative to the starting population
of fetal liver ceNs are shown next to the FACS diagram. Each
population was assayed for purity in methylceilulose and the
percentage cf each colony type generated (CFU-GM, -E/MEG
and —GEMM) is shown in the histogram.
(B) Semi-quantitative RT-PCR performed on each population
immediately after sorting. Gene-specific oligonucleotide primers
were used for PU.i, GMRf3, Ai, McI-1, GATA-i, EpoR, BCI-XL
and 516. AIl mRNA levels were normalized to those cf S16.
Results shown are representative of three separate experiments.
(C) Myeioid progenitor growth in the presence of GM-CSF or other
cytokines. Fetal liver cells were stained and sorted as described.
GMP, CMP and MEP were cultured with either GM-CSF (black
circles) or FLT3-L/SF/IL-11 (white squares). Viable ceil counts
were performed through trypan blue exclusion. Resuits shown
are representative of two separate experiments.
(D)Quantification of PU.l, BCI-XL, McI-1 and Ai mRNA levels in
each population. At the indicated times, ceils were harvested for
RNA extraction and RT-PCR was performed. PU.i, Bcl-xL, Mci-i
and Al mRNA levels were estimated using Multigauge software
and were normalized to those of Si6 (same legend as in panel
C). Al induction in GMP by GM-CSF s shown above the graph.
Results shown are representative of two separate experiments.
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Figure 2. PU.1 occupies the Mci-1 and Al Promoters in vivo.
(A) PU.1 expression in cytokine-stimuiated 32D celis. The celis were
grown in IL-3 containing medium, or stimulated with G-CSF (24
hours) or G-CSF (24 hours) and GM-CSF (96 hours) as
described in Materials and Methods. RT-PCR was performed;
mRNA levels were estimated by Q-PCR and normalized to those
0f HPRT (left panel). PU.l protein level was also assayed by
Western bloffing and PTP-ID was used as a loading control
(right panel).
(B) 32D cells differentiate into macrophages in the presence of GM
CSF. The same time points as panel A were used. Cytospins
were performed and ceils were fixed and revealed using the
Wright Stain. FIow cytometry was also performed at each time
point to assay the number of CDI 1 b-positive ceNs.
(C)Gene expression in cytokine-stimulated 32D ceils. The same
time points as panel A were used. RT-PCR was performed;
CD1Ib, GMRa, Mci-1 and Al mRNA levels were estimated by
Q-PCR and normalized to those of HPRT (as in B).
(D)Chromatin immunoprecipitation of PU.l bound to Mci-7, Al and
c-Kit promoters in stimulated 32D cetls (see legend in B).
Fragmented chromatin extracts were subjected to
immunoprecipitation with an anti-PU.1 antibody or a control
rabbit lgG. Q-PCR analysis was performed to test for the
presence of the Mci-1, Al and c-Kit promoters. When compared
to input chromatin (10% of the amount used in each
immunoprecipitation), the percentage of the Al promoter
sequences in the anti-PU.1 immunoprecipitate in 32D ceils
stimulated with IL-3, G-CSF or GM-CSF were 0.4%, 3.8% and
8.1%, respectively; the percentage of the Mci-l promoter
sequences were 0.2%, 1.2% and 4.5%, respectively.
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Figure 3. Anti-sense PU.1 Decreases PU.1 Protein Leveis and Causes
Apoptosis in CD1 1 b-positive celis.
(A) Lower PU.1 levels are associated with apoptosis in the CD11b
population exposed to GM-CSF. FACS analysis of 5-FU bone
marrow ceNs infected with an empty vector or with anti-sense
PU.1, under neomycin selection. The celis were cultured in the
presence of SE or GM-CSE for 2 days, followed by CD11b
staining and Annexin V staining to assess viability.
(B) Decreased CD1 lb expression and increased apoptosis in bone
marrow ceNs expressing anti-sense PU.l. 5-EU bone marrow
celis (AS-PU.l-EGEP) were infected with an empty vector
(MSCV-EGEP) or with anti-sense PU.1 and maintained with GM
CSE. Infected ceNs were selected by GFP expression. Two days
later, celis were stained with a CD1 I b antibody and Annexin V.
The infection efficiency revealed by CEP fluorescence was 86 %
for MSCV and 61% for AS-PU.1. The reported resuits are
representative of the resuits obtained in three different
experiments.
(C)Anti-sense PU.1 reduces PU.1 protein levels. 5-EU bone marrow
ceNs from C57BL/6J mice were infected with an empty vector
(MSCV), with PU.l in the sense or anti-sense orientation. The
intensities of the PU.1 signais were normaiized to those of PTP
1 D and the ratio obtained with control ceNs expressing the empty
MSCV vector was taken as 1.
(D) Semi-quantitative RT-PCR of Ai, CD1 lb, GMRb, Mci-1 and 516
of ceNs shown in panel B. The resuits are representative of two
different experiments.
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Figure 4. PU.1’ fetal liver oeils show decreased expression of PU.1
target genes.
(A) Gene expression in fetal liver cetis. WT and PU.î’ fetal liver
oeils were harvested at e13.5 and were oultured or not in a
mixture of IL-3, IL-6 and SE for 4 days. RNA extraotion foiIowed
and RT-PCR was performed. AI, Bcl-xL, CDI I b, GMRŒ, GMR
and Moi-1 mRNA levels were estimated by Q-PCR and
normalized to those of HPRT.
(B) RT-PCR of GMROE, Mol-1 and 3-aotin performed on the same
populations as panel A.
Figure 5. Apoptosis and oeil growth in purified GMP and MEP.
(A)Apoptosis of GMP in response to GM-CSF. 5-EU bone marrow
oeils were infeoted with an empty veotor (MSCV YEP) or with
anti-sense PU.1 (YEP), and were oultured with GM-CSF. After
infeotion, Annexin V staining was determined daily for 3 days by
multioolor flow oytometry analysis (data shown for day 3 post
infeotion). Shown are Lin oeils gated for o-Kit, Fcg Rhi and YFP
expression. Ail CD34 oeils in the histograms represent GMPs.
(B) Kinetios of apoptosis in GMP and MEP in response to GM-CSF.
5-EU bone marrow oeils (MSCV oontrol: white bars; AS-PU.l:
blaok bars) were analyzed as above and the peroentage of
apoptotic celis was determined by flow oytometry of GMP and
MEP as gated in Figure lA. The infection effiolenoy for MSCV
YFP-expressing oeils was 65.3 % (GMP) and 70.8 ¾ (MEP); AS
PU.1-YFP-expressing oeils were infeoted at 60.6 % (GMP) and
84.9 % (MEP).
Figure 6. Effeot of decreased PU.l ievels on ooiony forming oeils.
(A) 5-EU bone marrow oeils were infected with an empty veotor
(MSCV) or with anti-sense PU.I. Ceils were pre-stimulated in
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suspension for 24 hours with GM-CSF or IL-3/SF. The ceils were
then plated in methylcellulose containing either GM-CSF or IL
31SF. Granulocyte and macrophage colonies (CFU-GM) were
scored on day Z. CFU-GM frequency of 5-EU bone marrow cells
infected with an empty vector (white bars) or with anti-sense
PU.1 (black bars) in response to GM-CSF or IL-3/SF. Similar
results were obtained with MSCV-neo (as shown) or with MSCV
GFP (flot shown).
(B) Proposed pathway for the survival of myeloid cells in response to
GM-CSF.
Figure 7. Direct correlation between PU.1, Al and McI-1 levels in
AML.
Data was obtained from (Golub et al., 1999). McI-J, Ai, Bd-2
and Bdl-xL mRNA levels from AMLs (black circles) and ALLs
(open circles) were plolled against those of PU.1. The correlation
coefficient is shown next to each plot.
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RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES
Analyse clonale de ta fonction de PU.1 et de la différenciation
érythroïde
Un gradient d’expression de PU.1 détermine un destin différent: une
plus grande expression de PU.1 favorise la lignée myéloïde alors
qu’une expression plus faible conduit à la lignée lymphoïde B (Dekoter
and Singh, 2000). De plus, l’expression ectopique de PU.1 dans la
lignée érythroïde empêche le développement des précurseurs
érythroïdes en cellules matures. Nous avons donc voulu vérifier si PU.1
pouvait influencer le destin cellulaire chez des précurseurs multipotents.
Pour ce faire, nous avons analysé le contenu en gènes érythroïdes et
myéloïdes de colonies hématopoïétiques multipotentes, c’est-à-d ire de
colonies qui ont la possibilité de former plusieurs types de cellules
(macrophages, granulocytes, érythrocytes et mégacaryocytes). Nous
avons choisi les gènes érythroïdes GPA et I3globine pour représenter le
contenu érythroïde de la cellule, alors que le contenu myéloïde a été
évalué par l’expression de deux gènes cibles de PU.1, CDIIb et le
lysozyme. Des colonies multipotentes individuelles ont été choisies au
hasard dans une culture de cellules de moelle osseuse normale.
L’expression génique a ensuite été déterminée par RT-PCR à partir
d’un nombre fixe de cellules. Les figures 8A et 8B montrent qu’il y a une
corrélation directe entre le niveau d’expression de CDIIb, du lysozyme
et de PU.1. Par contre, le niveau d’expression de GPA et de 3globine
est inversement proportionnel à celui de PU.1. De plus, lorsque le
niveau d’expression de PU.1 est réduit par la stratégie d’anti-sens PU.1,
le niveau d’expression de CD11b est diminué alors que celui de la
Ç3globine est augmenté, comparativement aux colonies exprimant un
vecteur vide (Figure 8C et 8D). Celle augmentation de f3globine se
produit sans changement d’expression de GATA-1. Comme PU.1 est
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un antagoniste de la fonction de GATA-1 (Rekhtman et al., 1999; Zhang
et al., 1999), cette analyse clonale suggère que l’augmentation
d’expression de PU.1 favorise le développement de la lignée myéloïde
au détriment de la lignée érylhroïde. Tous les résultats montrés jusqu’à
présent suggèrent que le GM-CSF peut consolider le développement
myéloïde via PU.1 de deux façons: la première en permettant la survie
des précurseurs myéloïdes via l’activation des gènes anti-apoptotiques
Al et McI-1 et la seconde en favorisant le programme de différenciation
myéloïde au détriment du programme érythroïde.
$4
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LÉGENDE DE LA FIGURE
Figure 8. Analyse clonale de la fonction de PU.1 et de la
différenciation érythroïde.
(A) Corrélation inverse entre le niveau d’expression de la 3globine et
de PU.1 dans des colonies multipotentes individuelles. Les
colonies multipotentes on été cultivées avec du SF/IL-3, tel que
décrit dans la figure 6A, et choisies au hasard. Un nombre égal
de cellules ont été récoltées afin d’effectuer un RT-PCR semi
quantitatif. L’amplification a été réalisée grâce à des
oligunucléotides spécifiques pour PU.1, CD1Jb, 3globine, GATA
J etSl6.
(B) Corrélation directe entre les niveaux d’expression de PU.J et de
gènes myéloïdes (lysozyme, CDI I b) et corrélation inverse entre
les niveaux d’expression de PU.1 et de gènes érythroïdes
(globine, GPA). Les coefficients de corrélation (r) sont montrés
à côté de chaque graphique.
(C) Analyse par RT-PCR semi-quantitatif de colonies multipotentes
exprimant les vecteurs d’expression MSCV (vecteur vide) ou AS
PU.1. Les niveaux d’ARNm ont été estimés par le logiciel
MultiGauge.
(D) Quantification du panneau (C). La médiane a été calculée pour
chaque gène et condition d’infection.
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CHAPITRE 3: DISCUSSION ET CONCLUSION
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J. DISCUSSION
L’hématopoïèse est un processus complexe qui répond aux besoins de
l’organisme et qui est modulée par deux types de facteurs les facteurs
extrinsèques et les facteurs intrinsèques. Cependant, le rôle exact de
chaque type de facteur est encore méconnu et il reste beaucoup de
choses à découvrir sur la collaboration entre les facteurs de chaque
type.
Dans la lignée myéloïde, le GM-CSF, une cytokine, joue un rôle
important dans la prolifération, la survie, la différenciation terminale et la
fonctionnalité des cellules myéloïdes. PU.1, quant à lui, est un facteur
de transcription qui permet le développement de la lignée myéloïde.
Son rôle important a été élucidé en partie par son inactivation chez la
souris et il est reconnu pour être un régulateur-clé du développement
myéloïde. Les nombreux gènes-cibles de PU.1 qui sont connus jusqu’à
maintenant affectent la différenciation terminale et la fonctionnalité des
cellules myéloïdes.
Les travaux ici présentés suggèrent que le GM-CSF peut jouer ses
rôles de différenciation et de survie grâce à l’action de PU.1. En effet,
une diminution de l’expression de PU.1 bloque les fonctions de
différenciation et de survie engendrés par le GM-CSF, suggérant ainsi
que PU.1 agit en aval du GM-CSF. Ainsi, une diminution de l’expression
de PU.1 provoque la mort cellulaire par apoptose en réponse au GM
CSF (Figures 3A, 3B et 5) ainsi qu’une diminution de l’expression de
deux gènes anti-apoptotiques de la famille Bd-2, soient Al et McI-l
(Figures 3D et 4). Ces deux gènes sont des gènes-cibles de PU.l et
l’occupation de leur promoteur par PU.l augmente en réponse au GM
CSF (Figure 2). De plus, une diminution de l’expression de PU.1
engendre un blocage de la différenciation myéloïde de même qu’une
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diminution de l’expression de gènes de différenciation myéloïdes tels
que CDIIb et GMRŒI3. L’analyse de cas cliniques de leucémies
myéloïdes aigues chez l’humain (Figure 7) montre une corrélation
positive entre l’expression de PU.1, de Al et de Mci-1, suggérant
qu’une augmentation de l’expression de PU.1 chez des cellules
cancéreuses pourrait leur donner un avantage de survie, par
l’intermédiaire de Al et de Mci-1. Les travaux présentés suggèrent enfin
que PU.1 consolide la voie de différenciation myéloïde en réponse au
GM-CSF (Figure 8). En effet, il existe une corrélation inverse entre
l’expression de gènes myéloïdes (PU.1, CDIIb, lysozyme) et
érythroïdes (GPA, f3globine) au sein de colonies multipotentes. Enfin,
lorsqu’il y a une diminution de l’expression de PU.1, l’expression des
gènes myéloïdes est diminuée alors que certains gènes de
différenciation érythoïde sont augmentés.
Tous ces résultats, mis ensemble, suggèrent que PU.1 pourrait jouer
son rôle de régulateur-clé de la myélopoïèse de deux façons. En
réponse à une cytokine spécifique, le GM-CSF, PU.1 amorcerait
d’abord le programme de différenciation myéloïde en augmentant
l’expression des gènes myéloïdes de survie (Al et Mci-1) et de
différenciation (CDJIb, et GMRŒf3). Ensuite, PU.1 préviendrait la
différenciation érythoïde, en bloquant l’expression des gènes érythoïdes
(GPA, 3gIobine) grâce à son antagonisme avec GATA-1. Ces différents
points seront discutés plus en détail dans le chapitre qui suit.
1.1 Une voie génétique impliquant le récepteur du GM-CSF,
PU.l et Mci-1 I Al
Nous avons montré, dans cette étude, que les niveaux d’expression de
PU.1, de McI-1 et de Al augmentaient lors d’une stimulation au GM
OSE. De plus, lorsque le niveau d’expression de PU.1 est réduit par une
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stratégie d’anti-sens ou d’inactivation génique, les niveaux de McI-1 et
de Al sont également diminués et les cellules meurent par apoptose,
même lorsqu’elles sont stimulées au GM-CSF. Ces résultats suggèrent
qu’il existe une voie génétique entre le récepteur du GM-CSF, PU.1 et
les gènes de survie McI-1 et Al.
Il a été montré par d’autres groupes que les chaînes Œ et du récepteur
du GM-CSF sont des gènes-cibles de PU.1 (Hohaus et al., 1995;
DeKoter et al., 1998). Ceci suggère que PU.1 régule la survie et la
différenciation des cellules myéloÏdes par le récepteur à cytokine du
GM-CSF. Cependant, nous montrons que ces deux gènes sont tout de
même exprimés à de faibles niveaux lorsque le niveau d’expression de
PU.1 est diminué par une stratégie d’anti-sens ou d’inactivation
génique. De plus, un groupe a montré que l’expression ectopique du
récepteur du GM-CSF dans des cellules dépourvues de PU.1 ne
permettait pas de restaurer le développement des cellules myéloïdes
(Anderson et al., 1999). Ces derniers résultats suggèrent donc que
PU.1 serait aussi un médiateur essentiel de la voie de signalisation du
GM-CSF.
Le fait qu’un facteur de transcription joue ce double rôle, c’est-à-dire de
régulateur et de médiateur d’une voie de signalisation donnée, n’est pas
singulier. Ce mécanisme est retrouvé à différents niveaux lors de
l’hématopoïèse, notamment dans l’érythropoïèse et la granulopoïèse.
Par exemple, le gène Flk-1 code pour un récepteur tyrosine kinase qui
est important pour l’érythropoïèse primitive. Celui-ci est un gène-cible
de SCL (Kappel et al., 2000), un facteur de transcription clé impliqué
dans l’érythropoïèse et l’établissement de l’hématopoïèse. Il a été
montré qu’une diminution de la signalisation par Flk-l provoque une
diminution de l’expression de SCL. De plus, l’expression ectopique de
SCL permet de restaurer l’apoptose observée par une diminution de
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VEGF, un ligand du récepteur Flk-1 (Martin et al., 2004). Ceci suggère
que Flk-I et SCL sont dans la môme voie génétique, tout comme le
récepteur du GM-CSF et PU.I. De plus, SCL agit autant comme
régulateur de la voie de Flk-1 que comme médiateur, tout comme le
GM-CSF et PU.1. Un autre exemple du même mécanisme se retrouve
dans la granulopoïèse. Le récepteur du G-CSF est un gène-cible du
facteur de transcription CIEBPŒ (Zhang et al., 1997) et une stimulation
au G-CSF provoque la différenciation des cellules en granulocytes en
augmentant les niveaux protéiques de C/EBPa (Dahl et al., 2003).
Tous les cas présentés ci-haut ont un second point en commun les
facteurs de transcription mentionnés sont tous des pivots dans leur
lignée propre, c’est-à-dire qu’ils jouent des rôles extrêmement
importants dans le développement d’une lignée particulière. Tous ces
résultats, mis ensemble, nous portent à croire qu’au sein du tissu
hématopoïétique, il existe une boucle de rétroaction positive entre des
facteurs de transcription clés et des récepteurs aux facteurs de
croissance, ce qui permet de moduler le destin cellulaire via la survie et
la différenciation d’une lignée donnée.
Les cellules hématopoïétiques nécessitent l’apport constant de signaux
de survie qui sont transmis à travers les récepteurs aux facteurs de
croissance. En effet, par défaut, les cellules hématopoïétiques meurent
par apoptose. Il n’est donc pas surprenant que les facteurs de
transcription clés, qui permettent le développement d’une lignée
donnée, régulent l’expression de ces récepteurs. Comme nos résultats
le suggèrent, les facteurs de transcription peuvent aussi jouer un autre
rôle dans la survie des cellules hématopoïétiques et ce, en aval des
récepteurs aux cytokines. Nos résultats montrent que l’expression de
deux protéines anti-apoptotiques, McI-1 et AI, est régulée par PU.1 en
réponse au GM-CSF. Enfin, de nouveaux résultats obtenus au
laboratoire suggèrent que la voie de signalisation de l’érythropoïétine
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(Epo) converge vers SCL, un facteur de transcription clé, et que ce
dernier pourrait activer la transcription de API5, un gène anti
apoptotique (Lahiil et al., en préparation).
De plus, ceci suggère qu’au niveau moléculaire, un seul facteur de
transcription (PU.1) contrôle aussi bien la différenciation, par des gènes
tissu-spécifique (CDJ 1 b, lysozyme), que la survie, par des gènes anti
apoptotiques (McI-1, AI). Il existe d’autres exemples de ce mécanisme
au sein du tissu hématopoïétique. Par exemple, GATA-I est un facteur
de transcription clé pour le développement de la lignée érythroïde
définitive. L’inactivation génique de GATA-1 bloque la différenciation
érythrocytaire in vivo et les cellules meurent par apoptose lorsqu’elles
sont stimulées à se différencier en érythrocytes (Weiss and Orkin,
1995). GATA-1 contrôle donc la différenciation de même que la survie
dans la lignée érythroïde. Un autre exemple existe au sein de cette
même lignée: dans la voie de signalisation de l’érythropoïétine, SCL
est capable d’activer la transcription d’API5 pour promouvoir la survie,
de même que celle de la glycophorine A, un gène de différenciation
érythroïde (LahIil et aI, en préparation). Il a été discuté brièvement dans
l’introduction de ce mémoire que les fonctions de différenciation et de
survie étaient intimement liées : sans survie, aucune différenciation
n’est possible. Le lien entre ces deux fonctions pourrait donc être les
facteurs de transcription clés, qui activent la transcription de plusieurs
gènes-cibles aux fonctions différentes.
Le mécanisme que nous proposons implique donc que des signaux
différents, engendrés par des cytokines ou des facteurs de croissance,
convergent vers une seule protéine qui, à son tour, génère plusieurs
effets déterminants pour la survie et la différenciation. Cette protéine
centrale engendre des effets nouveaux (production de nouvelles
protéines) mais permet aussi une rétroaction positive sur le système, de
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manière à amplifier un signal. Ce même mécanisme est aussi
probablement vrai pour d’autres fonctions cellulaires générales comme
la prolifération ou encore pour d’autres fonctions plus spécifiques,
comme la phagocytose ou la production d’anticorps.
Ce processus, où un seul gène (activé par des facteurs de croissance)
est responsable de plusieurs fonctions importantes dans une cellule,
semble être répandu dans tout le système hématopoïétique,
notamment, comme nous l’avons vu, dans les lignées myéloïdes et
éryth roïd es.
12 Destin cellulaire, cytokines et facteurs de transcription
Le facteur de transcription PU.1 permet le développement de la lignée
myéloïde, comme nous l’avons vu. Il est également important dans le
développement des granulocytes et des lymphocytes B. Comment un
seul facteur peut-il jouer tous ces rôles au sein du tissu
hématopoïétique? Il s’agit en fait de dosage. En effet, un niveau plus
élevé de PU.1 chez les précurseurs dirige la différenciation vers la
lignée myéloïde (granulocytes et macrophages), alors qu’un niveau plus
faible entraîne le développement de la lignée lymphoïde (DeKoter and
Singh, 2000). De la même façon, à l’intérieur de la lignée myéloïde, une
forte expression de PU.1 provoque la différenciation en macrophage
alors qu’une plus faible expression conduit à la voie granulocylaire
(DahI and Simon, 2003). Ceci est bien sûr combiné au dosage d’autres
facteurs de transcription, Il a été mentionné dans l’introduction de ce
mémoire qu’il existait un antagonisme entre C/EBPŒ et PU.1 dans la
lignée myéloïde, PU.1 conduisant à la différenciation en macrophage et
C/EBPŒ, aux granulocytes. Il existe un antagonisme semblable entre
PU.J et GATA-1, un régulateur clé de l’érythropoïèse (Zhang et al.,
1999; Rekhtman et al., 1999; Zhang et al., 2000). Un gradient de
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facteurs de transcription donnés conduirait donc à un destin cellulaire
différent. Cette vision s’inscrit au coeur du modèle stochastique de
différenciation cellulaire.
Les résultats présentés ici ainsi que d’autres montrent que des facteurs
extrinsèques, les facteurs de croissance, peuvent réguler l’expression
des facteurs de transcription clés et donc, le destin cellulaire. Cette
nouvelle possibilité attise la controverse entre les deux modèles de
différenciation (stochastique versus inductible). L’un et l’autre sont
mutuellement exclusifs: le modèle stochastique exclut la possibilité de
régulation par l’environnement alors que le modèle inductible indique
qu’il s’agit d’un effet tout-ou-rien de l’environnement. Les évidences
récentes montrent la nécessité d’un nouveau modèle de différenciation
qui tient compte autant des facteurs intrinsèques qu’extrinsèques, et qui
tient compte également des mécanismes combinatoires tels que
l’antagonisme ou la synergie entre différents facteurs. Les résultats
montrés ici suggèrent que le destin cellulaire est déterminé par l’action
de facteurs de transcription, qui sont eux-mêmes régulés finement par
les facteurs de croissance.
Le rôle important des cytokines dans le choix d’une lignée particulière
est souligné par les travaux de lwasaki-Arai et al. (Iwasaki-Arai et al.,
2003). En effet, l’expression ectopique du récepteur du GM-CSF dans
des précurseurs lymphoïdes (CLP) provoque la conversion de ceux-ci
en cellules myéloïdes. Ces dernières présentent des caractéristiques
phénotypiques des deux populations, soient les gènes du TCR ou du
BCR réarrangés ainsi que de larges granules et l’expression de
marqueurs myéloïdes. Les auteurs suggèrent que les signaux
engendrés par le GM-CSF pourraient rendre les CLP sensibles au
programme de différenciation myéloïde, en remodelant la structure de
la chromatine, par exemple. De plus, ils suggèrent que la conversion
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d’une lignée à une autre pourrait être reliée à certains types de
leucémies, où on observe des phénotypes mixtes. Ces observations
supportent une théorie selon laquelle les cytokines pourraient jouer un
rôle beaucoup plus actif qu’on ne le croyait jusqu’à maintenant.
Nos résultats montrent que le GM-CSF augmente le niveau
d’expression de PU.1 dans les précurseurs myéloïdes (CMP et GMP) et
non dans les précurseurs érythroïdes (MEP). Ceci suggère que le GM
CSF pourrait favoriser directement le choix de lignée dans des cellules
multipotentes, puisque ces dernières expriment de faibles niveaux de
tous les gènes spécifiques à une lignée particulière (par exemple, une
cellule souche exprime aussi bien GATA-1 que PU.1) (Hu et al., 1997;
Orkin, 2000; Billia et al., 2001). Une cellule multipotente donnée serait
donc toujours prête à se différencier selon n’importe quelle lignée. Si la
bonne combinaison de facteurs de transcription se forme, ce complexe
peut se lier sur une séquence d’ADN appropriée pour enclencher un
programme de différenciation. Lors d’une stimulation avec une cytokine
(par exemple, le GM-CSF), nous avons vu que le niveau d’expression
des facteurs de transcription augmentait. Les cytokines pourraient donc
augmenter les chances que la bonne combinaison de facteurs de
transcription se forme, en augmentant le nombre de facteurs d’une
lignée spécifique par cellule. Ainsi, le GM-CSF pourrait consolider le
choix de la lignée myéloïde via PU.1.
En outre, lorsqu’on observe une population de précurseurs isolée à
partir de leurs caractéristiques phénotypiques de surface, comme les
GMP et les MEP, ceux-ci expriment les marqueurs attendus de leur
lignée spécifique. Ainsi, les GMP expriment PU.1, mais pas SCL ou
GATA-1 et les MEP expriment GATA-1 et SCL mais pas PU.1. Par
contre, lorsqu’on observe une seule cellule à la fois, on remarque
qu’occasionnellement, une cellule myéloïde exprime de faibles niveaux
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de SCL ou de GATA-1 (Brady et al., 1995; Hoang et al., 1996). Il existe
donc plus d’hétérogénéité et de plasticité que prévu. L’expression de
gènes érythroïdes dans des cellules myéloïdes pourrait aussi être un
vestige du patron d’expression retrouvé chez les précurseurs, dans des
cellules qui viennent de se différencier. Comme PU.1 inhibe la fonction
de GATA-1 (et vice-versa), l’augmentation de ce dernier par le GM-CSF
pourrait consolider la différenciation myéloïde et ce, de plusieurs
façons; premièrement, en enclenchant le programme de différenciation
et de survie myéloïdes et deuxièmement, en réprimant les autres
programmes de différenciation possibles provenant de GATA-1 ou de
SCL.
Un tel gène, qui enclenche un programme de différenciation donné et
qui réprime les autres, est connu dans la lignée lymphoïde. En effet, le
gène Pax-5 permet le développement des lymphocytes B. Les cellules
dépourvues de Pax-5 sont bloquées au stade de différenciation pré-B,
un stade légèrement plus avancé que le stade pro-B (voir Figure I). In
vitro et in vivo, il a été montré que des cellules Pax-5’ possèdent des
propriétés de cellules souches, c’est-à-dire qu’elles peuvent se
renouveler continuellement et sont multipotentes (Rolink et al., 2002).
En effet, ces cellules peuvent se transplanter en série chez la souris
sans perdre leur capacité de repopuler la moelle osseuse. De plus, in
vitro, ces cellules peuvent se différencier en macrophages, en cellules
dendritiques, en ostéoclastes, en granulocytes et en cellules NK, en
présence des cytokines appropriées. Spontanément, lorsqu’on enlève
l’IL-Z, le facteur qui sert à les maintenir en culture, les cellules se
différencient en macrophages. Il a été montré par un autre groupe que
Pax-5 pouvait réprimer l’expression d’un gène régulé par PU.J, l’lgH, et
que celle répression était dépendante de PU.1 (Linderson et al., 2001).
Il est donc possible que Pax-5, dans un contexte normal, permette le
développement lymphoïde en enclenchant le programme de
97
différenciation lymphoïde et en réprimant tous les autres, via l’inhibition
d’autres facteurs de transcription clés. Ce mécanisme d’activation /
inhibition pourrait donc être beaucoup plus généralisé qu’à première
vue.
1.3 L’implication des voies de signalisation Jak I STAT et
MAPK
Les résultats présentés dans ce mémoire suggèrent qu’il existe une
voie génétique entre le GM-CSF, PU.1 et les gènes anti-apoptotiques
McI-1 et Al. Nos résultats montrent que PU.1 occupe les promoteurs
des gènes anti-apoptotiques et peut ainsi réguler leur transcription. Par
contre, le mécanisme expliquant la transmission du signal entre le
récepteur du GM-CSF et PU.1 reste inconnu. Comment le GM-CSF
peut-il moduler l’expression de PU.1? Le GM-CSF induit-il la
transcription de PU.1 ou bien modifie-t-il sa structure protéique de façon
à le rendre actif, par phosphorylation par exemple?
Il est connu que le GM-CSF active les voies de signalisation Jak / STAT
et MAPK. Il serait donc possible que la protéine STAT, une fois activée,
transloque au noyau et active la transcription de PU.1, quoique aucun
site de liaison pour cette protéine sur le promoteur de PU.1 n’ait été
rapporté. Il est également possible que STAT s’associe avec PU.1 pour
transcrite certains gènes cibles de PU.1 de manière efficace. Une
collaboration entre PU.1 et STAT-1 a déjà été rapportée sur le
promoteur du gène CD4O, un gène myéloïde, mais il n’a pas été
démontré que ces deux protéines s’associaient physiquement l’une à
l’autre (Nguyen and Benveniste, 2000). De plus, un groupe a montré
que les voies de signalisation Jak / STAT et PI3K sont importantes pour
l’expression de Mci-1, un gène cible de PU.l, chez les neutrophiles et
ce, en réponse au GM-CSF (Epling-Burneffe et al., 2001). Une
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troisième possibilité pourrait être que PU.1 devienne phosphorylé, par
une MAPK par exemple. PU.1 possède plusieurs sites de
phosphorylation potentiels, qui pourraient provoquer un changement
conformationnel chez PU.1 et permettre l’accessibilité à de nouveaux
partenaires transcriptionnels. Par exemple, un groupe a montré que
p38MAPK pouvait phosphoryler PU.1 au niveau du domaine PEST. Ce
dernier peut alors collaborer avec la protéine CRE-2 et permettre ainsi
la transcription de McI-1 en réponse à l’IL-3 dans des cellules BaIF3
(Wang et al., 2003).
Toutes ces hypothèses restent bien sûr à être explorées plus en
profondeur afin de s’assurer d’un mécanisme. Chez des patients
souffrant de leucémie myéloïde aigue (AML), il a été remarqué que
STAT-5 et ERKI/2 sont hyperphosphorylées en réponse au GM-CSF
(lrish et al., 2004) et plusieurs groupes suggèrent que ces deux voies
de signalisation pourraient jouer un rôle important dans la
leucémogénèse (Coffer et al., 2000; Smithgall et al., 2000; Platanias,
2003), même si une causalité directe reste à être prouvée. D’autres
groupes avancent que les protéines STAT sont constitutivement actives
dans l’AML (Benekli et al., 2002; Birkenkamp et al., 2001; Turkson and
Jove, 2000; Xia et al., 1998). On pourrait alors penser que cette activité
constitutive pourrait être responsable de l’augmentation du niveau
d’expression de PU.1 remarquée dans les AML, rapportée dans ce
mémoire.
2. CONCLUSION
En conclusion, nos résultats suggèrent que l’environnement et les
facteurs intrinsèques sont intimement liés dans le développement
hématopoïétique. Nous suggérons également que des facteurs
intrinsèques clés, tel que PU.1, peuvent réguler d’une part la
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différenciation cellulaire et d’autre pari, la survie. Nous proposons enfin
que le destin cellulaire repose sur deux principes : premièrement,
l’activation du programme de différenciation souhaité et deuxièmement,
la répression des autres programmes possibles.
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